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Resumo 
O uso intensivo de antibióticos na medicina, agricultura e pecuária leva a que sejam libertados 
resíduos de antibióticos em águas de superfície, subterrâneas e solos, contaminando o 
ambiente natural. A consequência mais evidente da libertação de antibióticos em ambientes 
naturais é a seleção de bactérias resistentes. Tem-se vindo a constatar que genes de resistência 
encontrados em ambiente hospitalar estão agora disseminados entre ecossistemas aquáticos.          
Este trabalho consistiu na colheita de amostras de água superficial do rio Douro, com o objetivo 
de identificar a presença de espécies do género Staphylococcus, com perfis de resistência a 
antibióticos induzidos ou não pela exposição a metais pesados, que poderão originar co-
selecção de bactérias resistentes.  
Foram encontrados, no rio Douro, Staphylococcus não Produtores de Coagulase (SNPC), grupo 
de microrganismos constituintes da flora normal da pele e mucosas, que no caso de associados 
a infeções de bacteremia nosocomiais são considerados patogénicos. 
Realizaram-se outros testes fenotípicos de caracterização tendo estes sido todos concordantes 
com os resultados genotípicos.     
Realizaram-se outros testes fenotípicos de caracterização tendo estes sido todos concordantes 
com os resultados genotípicos.     
Recorreu-se ao método PCR de sequenciação do gene que codifica o 16S rRNA, para 
confirmação genética do género e espécie (S. epidermidis e S. warneri). 
Uma vez que os SNPC têm apresentado resistências múltiplas aos agentes antimicrobianos, 
determinou-se a sensibilidade aos antibióticos (Penicilina, Oxacilina, Amoxicilina/ Ácido 
Clavulânico, Ceftazidima, Cefalotina, Meropenem, Gentamicina, Eritromicina, Tetraciclina, 
Ciplofloxacina, Clindamicina, Sulfametozanol/ Trimetroprim), tendo-se detetado maior 
resistência na classe dos β-lactâmicos. Foi também efetuado teste de sensibilidade a metais 
pesados (Cu, Ni, As, Cd, Zn,), tendo-se realizado uma correlação de Pearson no sentido de 
encontrar possíveis relações entre resistência a antibióticos e metais. 
Através dos halos de inibição produzidos, foi possível verificar entre os isolados associações 
fenotípicas entre resistências a antibióticos, bem como entre antibióticos e metais.   
Foi efetuada a pesquisa do gene mecA pelo método de PCR, tendo sido detetada a presença do 
gene mecA no isolado multiresistente que apresentou elevada resistência à oxacilina. Conforme 
esperado, os isolados de SNPC menos resistentes aos agentes antimicrobianas não 
apresentavam o gene mecA. 
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pesados, Método PCR, Gene do 16S rRNA, Gene mecA, Teste fenotípico 
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Abstract 
The intensive use of antibiotics in medicine, agriculture and livestock leads to the release of 
antibiotic residues in the surface water, groundwater and soil, contaminating the natural 
environment. The most obvious consequence of the release of antibiotics in natural 
environments is the selection of resistant bacteria. Antibiotic resistance genes found in hospital 
settings are now widespread among aquatic ecosystems. 
The main objective of this work was to collect samples from the river Douro surface in order to 
identify Staphylococcus species, with antibiotics resistance profiles induced or not by exposure 
to heavy metals, which may lead to co-selection of resistant bacteria. 
Staphylococcus not producers of coagulase (SNPC), a constituent microorganisms group of the 
normal flora of the skin and mucous membranes, which in the case of bacteremia associated 
with nosocomial infections are considered pathogenic, where found in the river Douro waters. 
Further characterization phenotypic tests were carried having all been concordant with the 
genotypic results. 
Sequencing was done using the PCR method of the gene encoding the 16S rRNA gene for 
confirmation of the genus and species (S. epidermidis and S. warneri). 
Once the SNPC have submitted multiple resistance to antimicrobial agents, the sensitivity was 
determined to antibiotics (penicillin, oxacillin, amoxicillin / clavulanic acid, ceftazidime, 
cephalothin, meropenem, gentamicin, erythromycin, tetracycline, Ciplofloxacina, Clindamycin, 
Sulfametozanol / Trimethoprim), greater resistance having been detected in the class of β-
lactams. It was also carried out a test to the sensitivity of heavy metals (Cu, Ni, As, Cd, Zn), a 
Pearson correlation having been performed in order to find the possible relationship between 
antibiotic resistance and metals. 
Further characterization phenotypic tests were carried having all been concordant with the 
genotypic results. 
Through the inhibition halos produced, we observed associations between isolates of 
phenotypic resistance to antibiotics, as well as between metal and antibiotics. 
The search of the mecA gene by PCR method was effected. It detected the presence of the 
mecA gene in the isolated multiresistant, which presented high resistance to oxacillin. As 
expected, isolates SNPC less resistant to antimicrobial agents did not have the mecA gene. 
Keywords: Antibiotics, Resistance, Staphylococcus not producers coagulase (SNPC), heavy 
metals, PCR method, Gene 16S rRNA, mecA gene, phenotypic testing 
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1 Introdução 
1.1 Ciclo urbano da água  
Uma visão conceitual do ciclo da água é mostrada na Figura 1. Aqui encontram-se os recursos 
superficiais (surface water e surface water replenishment) e subterrâneos de água 
(groundwater recharge) as estações de tratamento de água para consumo (water treatment), a 
irrigação dos solos (irrigation), o uso e consumo municipal (municipal use), as aplicações 
industriais (industrial water use), e as estações residuais de tratamento de água para a sua 
recuperação e reutilização (reclamation reuse).   
 
Figura 1- Ciclo urbano da água (Adaptado de Asano et al., 1995). 
 
Neste ciclo os seres humanos utilizam a água para beber, tomar banho, cozinhar, limpar e para 
outros fins domésticos. No entanto ao utilizar a água contaminada com microrganismos 
provenientes das várias atividades acima descritas, corre-se o risco de se expor os seres 
humanos a organismos patogénicos.       
É reconhecido que existem elevadas concentrações de microrganismos patogénicos nas águas 
residuais e nos efluentes das águas parcialmente tratadas (WHO, 1989). Por esse motivo, as 
características finais da água de consumo devem ser cuidadosamente controladas. Estas 
dependem de diversos fatores, tais como a fonte de colheita da água, os processos de 
tratamento, as condições e extensão dos sistemas de distribuição, bem como a natureza do 
armazenamento. (Marsalek et al, 2006; WHO, 2008).     
Para eliminação de microorgansmos na água potável, o tratamento inclui uma etapa de 
desinfeção. O cloro é considerado o mais poderoso desinfetante para a água potável (Hoefel et 
al, 2005; Eichler et al., 2006). No entanto, a eficácia deste desinfetante não é idêntica para 
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todos os grupos bacterianos. Ao contrário da floculação e filtração de areia, a cloragem pode 
afetar a estrutura da comunidade bacteriana (Eichler et al., 2006). 
O ozono é capaz de inativar microrganismos patogénicos resistentes, ao contrário de outros 
desinfetantes convencionais tais como o cloro, sendo muitas vezes utilizado em combinação 
com outros processos (Gunten, 2003). A combinação de diferentes processos de desinfeção, 
como a ozonização e / ou cloragem, com remoção de biomassa (por exemplo, flotação, filtração 
ou floculação) aumenta a eficiência do tratamento de água potável, provavelmente porque 
diferentes populações microbianas são direcionadas para cada fase (Vaz-Moreira et al., 2013). 
 
1.2 Região Hidrográfica do rio Douro  
A região hidrográfica do Douro compreende a bacia hidrográfica do rio Douro, a bacia 
hidrográfica das ribeiras da costa ao longo da região hidrográfica e as massas de água 
subterrâneas, de transição e costeiras adjacentes, correspondendo a Região Hidrográfica 3 
(RH3) no território português (Figura 2). É uma região internacional, visto que se encontra 
compartilhada com Espanha, abrangendo uma área de aproximadamente 79 mil km2, sendo 
que cerca de 20% da região hidrográfica pertencem ao território português, no total de 
aproximadamente 19 mil km2 (PGRH-Norte a), 2012). 
 
 
Figura 2- Enquadramento das regiões hidrográficas do Norte (Adaptado de PGRH-Norte a), 2011). 
 
Na RH3 encontram-se delimitadas 383 massas de água superficiais, distribuídas pelas seguintes 
categorias: 361 rios, 17 albufeiras, 3 águas de transição e 2 águas costeiras. Identificam-se 
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ainda 3 massas de água subterrâneas e 67 barragens em território português (PGRH-Norte b), 
2012). 
Relativamente à disponibilidade dos recursos hídricos superficiais, a afluência total média anual 
disponível na região hidrográfica do Douro é de, aproximadamente, 17023 hm3, sendo que 
8023 hm3 são gerados na parte portuguesa da bacia hidrográfica. Sendo a agricultura o maior 
consumidor de água na região hidrográfica, com aproximadamente 81% das necessidades 
totais, em segundo lugar o setor urbano com 17%, e logo a seguir a indústria com um peso de 
1,3% (PGRH-Norte a), 2012). 
Na região Hidrográfica do rio Douro, residem cerca de 4,2 milhões de habitantes, distribuídos 
em número aproximado entre Portugal (47%) e Espanha (53%). Em Portugal, os cerca de 
2 milhões de habitantes distribuem-se por 74 concelhos. Em 2008 contabilizou-se que a 
densidade populacional estava em torno de 104 habitantes por km2. A maior parte da 
população residente na RH3, encontra-se em aglomerados com menos de 2000 habitantes, 
10% da população concentram-se em aglomerados com mais de 100 mil habitantes (PGRH-
Norte b), 2012). 
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1.3 Contaminação ambiental provocada pela resistência aos 
antibióticos 
Os antibióticos são provavelmente os agentes antimicrobianos mais bem sucedidos no que 
respeita ao tratamento de doenças infeciosas, contribuindo de forma significativa para o 
melhoramento da saúde publica (Martinez, 2009). Porém, muitos antibióticos usados para 
prever ou tratar infeções humanas, assim como para promover o crescimento na pecuária, são 
parcialmente metabolizados e descartados em águas e solos (Dolliver et al., 2008). Os 
compostos antimicrobianos utilizados intensamente na aquacultura são adicionados 
diretamente na água, fazendo aumentar as concentrações locais, tanto na água como em 
sedimentos adjacentes (Cabello, 2006). Muitas evidências suportam que o uso de agentes 
microbianos na comida dos animais está associado às resistências encontradas em bactérias 
dos seres humanos (Angulo et al., 2004). Assim sendo, os antibióticos provenientes dos 
efluentes hospitalares, domésticos e de explorações agrícolas, contribuem para que sejam 
libertadas grandes quantidades de antibióticos para o ecossistema natural. (McManus et al., 
2002; Smith et al., 2002; Singer et al., 2003; Cabello, 2006).  
A forte pressão seletiva devido a poluição antropogénica fez com que genes de resistência a 
antibióticos estejam agora presente em elementos genéticos móveis (plasmídeos), 
responsáveis pela transferência horizontal de genes, facilitando a sua dispersão pela população 
bacteriana (Cattoir et al.,2008). Um exemplo de transferência horizontal de genes é a 
resistência a antibióticos dos grupos glicopéptidicos e β-lactâmicos, que modifica fortemente a 
estrutura peptidoglicano da parede em bactérias gram-positivas (Mainardi et al., 2008), 
estando associado a variações do metabolismo bacteriano nas colónias da S. aureus 
(Heinemann et al., 2005). Também foi descrito, que a transferência horizontal dos genes que 
provocam a resistência a meticilina em Staphylococcus aureus nos seres humanos encontrou-se 
em bactérias contagiosas de mastite bovina (Brody et al., 2008). Em ambiente aquático, as 
elevadas concentrações de antibióticos derivadas das atividades urbanas e agrícolas, mostrou a 
presença de genes de resistência em sedimentos no rio Cache La Poudre nos Estados Unidos 
(Pei et al.,2006). 
Esta pressão seleciona microrganismos resistentes aos antibióticos, causando um efeito 
prejudicial na saúde humana (Martinez et al., 2007).No entanto é de ressalvar que em 
ambientes poluídos, espécies de bactérias intrinsecamente resistentes ou com mutações, 
podem ser selecionadas sem que haja envolvimento de genes de resistência a antibióticos. 
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Muitos antibióticos são compostos naturais, que em contacto com a microbiota ambiental por 
milhões de anos são biodegradáveis ou servem como alimento a diversos microrganismos 
(Dantas et al., 2008). No entanto, o facto dos antibióticos se degradarem no ecossistema 
natural, não significa que não sejam poluentes relevantes. As temperaturas baixas no inverno 
(Dolliver, 2008), bem como a composição química do meio ambiente (por exemplo, pH, força 
iónica) e a humidade do solo, criam condições que dificultam a degradação dos antibióticos 
(Stoob et al., 2007). Sob esse desígnio, diferentes habitats proporcionam diferentes caminhos 
de degradação do antibiótico. Ainda mais relevante, é a descarga destes compostos a uma taxa 
muito maior que a sua degradação o que leva a que os organismos sejam sucessivamente 
expostos a níveis sub-terapêuticos de antibióticos (Lindberg et al., 2007). Os genes de 
resistência são sequências de DNA codificadas que conferem resistências. No entanto, estes 
podem não ser expressos e portanto a célula que o contém pode não ser resistente. A poluição 
pode promover ou não a expressão da resistência. A pressão seletiva originada pela anterior 
presença de resíduos de antibióticos pode originar a surgimento de bactérias resistentes, 
devido à expressão de genes favoráveis num determinado momento o que permitiu que esta 
população se multiplicasse preferencialmente em relação às outras (Pallecchi et al., 2008).  
Por esta razão, foi proposto que a libertação de resíduos provenientes de hospitais que 
contenham bactérias comensais e infeciosas (bactérias sensíveis e resistentes), assim como 
antibióticos, deve ser reduzido ao mínimo possível para evitar a transferência de material 
genético (o mesmo em estações de tratamento de águas residuais) (Pauwels, 2006). Se por um 
lado, surgem programas que incentivam o uso racional de antibióticos usados para a 
terapêutica humana (Muller et al., 2007), também serão necessárias políticas de melhoria na 
degradação dos mesmos. Assim, devem ser implementadas medidas de tratamento da água, do 
esgoto e dos resíduos em geral contaminados com antibióticos, antes da sua libertação para o 
ecossistema natural. Podendo os resíduos transformarem-se em adubo que pode ser usada 
como fertilizante orgânico na agricultura, (Dolliver et al., 2008) deste modo os antibióticos 
existentes incorporam-se nos adubos ficando armazenados no solo (Martinez-Carballo et al, 
2007; Aust et al, 2008). É importante, que o tratamento de água e resíduos vindos da atividade 
humana seja realizado em todo o mundo, de modo que resíduos de antibióticos não sejam 
libertados no meio ambiente sem tratamento posterior.  
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1.4  Co-resistência a antibióticos por metais  
Os antibióticos e respetivas resistências podem estar associados a contaminação por metais. A 
sua utilização pela comunidade humana aumenta a poluição dos ecossistemas. Os resíduos de 
metais são também poluentes, porque são tóxicos. Há estudos que mostram haver co-seleção 
de resistência a metais e a antibióticos. Então, um local poluído com metais pode favorecer a 
disseminação de resistência a antibióticos. Perceber a influência dos metais no meio ambiente 
permite ajudar a compreender a resistência a antibióticos.  
Um exemplo de co-resistência encontra-se em espécies de Staphylococcus de isolados clínicos, 
multirresistentes a metais e antibióticos, em que as resistências mais comuns são a crômio, 
chumbo e penicilina G (Ug et al., 2003). Em ambiente aquático, confirmou-se que isolados de 
peixes consumidos por seres humanos, exibem múltiplas resistências a metais e antibióticos 
(Pettibone et al., 1996; Pathak et al., 2005).Outros estudos revelam a presença de genes de 
resistência à tetraciclina e ao mercúrio localizados nos plasmídeos provocando evidências 
indiretas de co-resistência (Rasmussen et al., 1998).Bactérias encontradas em sistemas de 
abastecimento de água para consumo estão mais expostas a metais, o que provoca resistência 
a metais por co-selecção (Calomiris et al., 1984). Estas foram comparadas a bactérias isoladas 
de águas residuais, mostrando-se que os isolados de água para consumo humano são mais 
resistentes a zinco e cobre, exibindo múltiplas resistências a antibióticos (Baker-Austin et al., 
2006). Na Savananah River Site (South Carolina), um estudo realizado demostrou que bactérias 
expostas a poluentes como metais pesados, adquirem elevados níveis de resistências a 
antibióticos tornando-se multirresistentes, sem terem estado diretamente expostos a estes 
(McArthur et al., 2011).  
Muitas indústrias geram continuamente largas quantidades de resíduos tóxicos nos rios. Um 
exemplo disso, foi o colapso de cinzas de carvão que ressoltou num aumento de ~ 4 biliões de 
litros de metais no Tennessee River (Ruhl et al., 2009). Metais pesados como os presentes nos 
combustíveis fósseis, causam um grande impacto no desenvolvimento, crescimento e 
fecundação de microrganismos (Rowe et al., 2002). Nos Estados Unidos, centrais de energia 
movidas a carvão geram anualmente cerca de 103 g cinzas ricas em metais, em que cerca de um 
terço é misturada com a água de superfície (Rowe et al., 2002). Centrais de energia movidas a 
carvão representam a maior fonte global de poluição por metais, contabiliza-se 10-60 % de 
emissões antropogénicas de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sb e V (Nriagu et al., 1988).  
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Segundo, Stepanauskas et al., 2006 a exposição de microrganismos a metais e antibióticos 
aumenta as suas multirresistências.  
1.5 Mecanismos de ação e resistência a antibióticos  
Para que um antibiótico exerça a sua atividade, primeiro deverá atingir a concentração ideal no 
local da infeção, conseguindo atravessar a parede celular, apresentar afinidade com o alvo de 
ligação no interior da bactéria e permanecer o tempo suficiente para exercer seu efeito 
inibitório.  
A classificação dos antibióticos baseia-se no seu mecanismo de ação. Os mecanismos de ação 
compreendem a inibição da síntese da parede celular, inibição da síntese da membrana 
citoplasmática, inibição da síntese proteica nos ribossomas, alteração dos ácidos nucleicos e 
alteração de metabolismos celulares (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 
2008; Katzung, 2007; Tenover, 2006). 
Os mecanismos de resistência podem ser intrínsecos dos microrganismos ou adquiridos por 
transmissão de material genético ou mutação (Rice & Bonomo, 2005). 
Na Tabela 1 encontram-se os antibióticos organizados por classes com os respetivos 
mecanismos de ação e resistência.  
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Tabela 1- Classes de antibióticos e seus mecanismos de ação e resistência (Adaptado de ANSS, 2005-2009). 
 
 
Classe Exemplos Mecanismo de ação Mecanismo de resistência 
 
β-lactâmicos 
 
Penicilinas: Amoxicilina-
ácido clavulânico; Oxacilina 
 
Interferir com a síntese do 
peptidoglicano responsável pela 
integridade da parede celular 
 
 
Modificações estruturais das 
proteínas ligantes de penicilina 
(PLP) codificadas pelo gene mecA 
 
Cefalosporinas: Cefalotina; 
Ceftazidima 
Carbapenems: Meropenem 
Tetraciclinas Tetraciclina 
Ligar-se, à subunidade 30S do 
ribossoma, bloqueando a ligação 
do RNA transportador, 
impedindo a síntese proteica 
Diminuição da acumulação do 
princípio ativo no interior da 
célula que pode ser mediada por 
cromossomas ou plasmídeos 
Aminoglicosídeos 
 
Gentamicina 
 
Ligar-se, à subunidade 30S do 
ribossoma, impedindo a síntese 
proteica 
 
Alteração dos sítios de ligação no 
ribossoma, na permeabilidade e 
modificação enzimática do 
princípio ativo 
Quinolonas Ciplofloxacina 
 
Inibir a atividade da DNA girase 
ou topoisomerase II, enzima 
essencial à sobrevivência 
bacteriana 
 
Alteração na enzima DNA girase, 
que pode ocorrer por mutação 
cromossômica nos genes que são 
responsáveis pelas enzimas, ou 
por alteração da permeabilidade 
ao principio ativo pela membrana 
 
Macrolídeos Eritromicina 
Inibir a síntese proteica 
dependente do RNA, através da 
ligação em recetores localizados 
na subunidade 50S do ribossoma 
 
Diminuição da permeabilidade da 
célula ao antimicrobiano, 
alteração no sítio recetor da 
subunidade 50S do ribossoma e 
inativação enzimática 
Sulfonamidas 
Sulfametozanol- 
trimetroprim 
Inibir o metabolismo do ácido 
fólico, necessária para a síntese 
dos ácidos nucleicos 
 
Alteração da permeabilidade 
celular, por perda da capacidade 
da bactéria de ligação ao 
princípio ativo por modificação 
da enzima diidrofalato redutase 
Lincosamidas Clindamicina 
Inibir a síntese proteica nos 
ribossomas, ligando-se a 
subunidade 50S, alterando a 
superfície bacteriana, facilitando 
a fagocitose e destruição 
intracelular dos microrganismos 
 
Mudanças mediadas por 
plasmídeos, no RNA 23S da 
subunidade 50S do ribossoma 
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1.6  Género Staphylococcus  
As espécies em estudo são do género Staphylococcus e pertencem a família Micrococcaceae, 
existindo atualmente 51 espécies identificadas (Garrity et al., 2004; LPSN, 2015). Estes 
microrganismos são imoveis, não formadores de esporos, gram-positivo, anaeróbios 
facultativos, formando aglomerados de cocos. Todas as espécies são produtoras de catalase, 
formadores ou não de coagulase e oxidase negativa. Algumas espécies de Staphylococcus não 
produtores de coagulase são redutoras de nitratos e crescem em meios com concentrações de 
NaCl de 10 a 15% (Garrity et al., 2004). 
S. epidermidis é a espécie predominante nos seres humanos abrigando até 24 estirpes 
diferentes, além de que 65-90% dos Staphylococcus existentes são provenientes desta espécie 
(Kloos, 1997). Esta espécie encontra-se à superfície da pele e nas membranas mucosas, onde a 
contagem de bactérias está entre 10-103 UFC/cm2 e nas membranas mucosas.   
Nas últimas décadas, Staphylococcus não formadores de coagulase (SNFC) têm vindo a ser 
reconhecidos como importantes agentes de infeções hospitalares nos seres humanos. De 1990 
a 1995, o programa National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS), relatou que SNPC foi o 
agente causador de 11% das infeções hospitalares, considerando-o como o terceiro mais 
comum patogénico em infeções deste género (Boyce JM., 1997). 
Até há pouco tempo, pensava-se que a maioria das infeções causadas por SNPC seria de origem 
endogénica. No entanto, a maioria dessas infeções são adquiridas; estudos ao longo dos 
últimos anos sugerem que são causadas por estirpes transmissíveis entre pacientes 
hospitalizados. Por exemplo, genótipos específicos de SNPC, originando bacteremia 
perduravam numa unidade terapêutica intensiva de recém-nascidos, podendo ser recuperados 
das mãos de enfermeiros ao fim de 10 anos (Huebner et al., 1994). Os fatores que permitem 
que certas estirpes persistam em enfermarias de hospitais por longos períodos são 
desconhecidos, no entanto a seleção pelos antibióticos de estirpes colonizadores da pele, pode 
ser uma hipótese. O número de casos de infeções na corrente sanguínea, devido aos SNPC nos 
Estados Unidos, estima-se que seja de 50 000- 120 000 por ano (Raad et al., 1992). Infeções 
relacionadas com cateteres, são a causa mais comum de bacteremia pelos SNPC. S. epidermidis 
é responsável por 50 -70% destas infeções (Malanoski et al., 1995). Cerca de 50% dos pacientes 
hospitalizados recebem a inserção de um cateter intravascular durante o tratamento hospitalar 
(Malanoski et al., 1995). É de notar, que a implementação dos cateteres não é a causa principal 
de bacteremia (0-0.04 por 100 cateteres/dia), o seu uso perlongado é que poderá provocar 30% 
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das infeções (Henderson, 1988).De entre os SNPC, a espécie S. epidermidis é a espécie mais 
comum encontrada em isolados com infeções derivadas do líquido cefalorraquidiano, 
endoftalmites e endocardites, sendo que nesta última isolados da espécie S. warneri também 
foram encontrados (Roos et al., 1997; Ing et al., 1997; Wood et al., 1989; Duch-Samper et al., 
1997). 
A formação de biofilmes por SNPC pode explicar falhas terapêuticas e infeções cronicas. O 
biofilme começa com a fixação das bactérias nas células do hospedeiro. A adesão de espécies 
de Staphylococcus nas células hospedeiras é mediada por proteínas específicas da superfície 
celular, tais como fibronectina, colagénio e fibrinogénio. Os SNPC contem uma camada de 
exopolissacáridos denominada slime, que assegura a integridade estrutural e funcional dos 
biofilmes. A camada de exopolissacáridos (slime) é considerada determinante na aderência das 
bactérias nas células hospedeiras e nas superfícies inertes (Aguilar et al., 2001). A produção de 
slime é um indicador clinico de virulência para os isolados de SNPC, quando associado a 
infeções como a presença de bactérias no sangue (bacteremia), relacionado ao uso de 
cateteres intravenosos ou com a implementação de válvulas artificiais, por exemplo 
endocardite de próteses valvulares (Ishak et al., 1985). Estirpes produtoras de slime são 
consideradas como tendo maior capacidade de colonizar o tecido hospedeiro, melhorar a 
proteção contra opsonização e fagocitose. Tendo sido detetada também em estirpes de mastite 
humanos e ruminantes de Staphylococcus aureus. (Baselga et al., 1993; Aguilar et al., 2001; 
Arslan et al., 2007). Isolados clínicos de culturas sanguíneas de pacientes septicémicos, foram 
sujeitos a um estudo para investigar a resistência a meticilina de SNPC, num hospital da 
Turquia. O maior número de SNPC encontra-se em áreas dos cuidados intensivos, intervenções 
cirúrgicas a crianças e em unidades de tratamento de queimados. Conclui-se neste estudo que 
muitas estirpes de S. epidermidis produtoras de slime estão associadas significativamente com 
as resistências adquiridas a meticilina. (Koksal et al., 2009). 
Sabendo que as infeções dos SNPC são adquiridas em ambiente hospitalar, não é 
surpreendente que ao longo dos anos tenham surgido múltiplas resistências aos antibióticos. A 
penicilina é o agente antimicrobiano de escolha pelas estirpes SNPC suscetíveis aos β-
lactâmicos. Para pacientes que são alérgicos à penicilina, a vancomicina é o agente 
antimicrobiano de escolhida para os SNPC resistentes aos β-lactâmicos. Além disso, 
demonstrou-se que a adição de rifampicina ou gentamicina aumenta a eficácia da vancomicina 
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quando utilizada no tratamento de endocardite de prótese valvular (EPV) contra S. epidermidis 
resistentes aos β-lactâmicos (Karchmer et al., 1983).  
Atualmente estão a ser investigados antibióticos contra isolados multirresistentes de SNPC. 
No caso de uma estirpe ser sensível a vários agentes antimicrobianos isoladamente, uma 
combinação de oxacilina ou nafcilina, gentamicina, rifampicina pode limitar o aparecimento de 
resistência (Caputo et al., 1987; Karchmer et al., 1983). 
 
 
 
 
 
 
1.7 Disseminação de Staphylococcus coagulase negativa resistentes a 
antibióticos 
A presença de SNPC em ambientes aquáticos próxima de áreas urbanos encontra-se 
documentada em artigos bibliográficos. 
Uma colheita de amostra da superfície da água do rio Rouge (Estados Unidos), onde a 
concentração de NaCl pode chegar a valores de 2500 mg.L-1, demonstrou a presença de 
S. epidermidis o que comprava a presença destas bactérias em ambientes aquáticos (Tiquia, et 
al., 2006).  
Outro estudo efetuado em amostras de água dos rios Minoh e Ina (Japão) próximas de 
efluentes domésticos demostrou a presença de S. epidermidis. Esta investigação revelou 
também que em rios poluídos as bactérias tendem a realizar mais atividade enzimática que 
respiratória (Yamaguchi et al., 1996).  
Em águas salgadas poluídas a presença de isolados de S. epidermidis também foi detetada 
(Kong et al., 2001). Em isolados de lampreias do mar Báltico utilizados para consumo humano, 
detetaram-se S. warneri entre outras espécies de Staphylococcus (Merivirta et al., 2004). 
Ainda outro estudo, realizado para avaliar a qualidade da água do rio Magdalena na área 
metropolitana da cidade do México, no sentido de procurar microrganismo de infeções 
adquiridas em ambiente hospital. Encontrou-se S. warneri, estes associados a infeções em meio 
hospitalar, entre outras espécies de Staphylococcus (Jujnovsky et al., 2010).  
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Com o objetivo de detetar a persistência de Staphylococcus resistentes nos biofilmes dos 
efluentes hospitalares que desaguam no rio (Alemanha). Verificou-se a presença da espécie 
S. epidermidis e S. aureus comogenede resistência mecA (Schwartz et al. 2003).   
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2 Materiais e Métodos 
 
2.1  Amostras 
As amostras foram colhidas na água superficial do rio Douro, mais especificamente na albufeira 
de Crestuma-Lever entre os dias 17 de Março a 8 de Abril de 2015. A colheita foi efetuada 
utilizando um recipiente de plástico estéril de 1 L, tendo o transporte até ao laboratório sido 
realizado recorrendo a uma mala térmica refrigerada com termoacumuladores congelados. 
Realizaram-se as análises nas 4 horas posteriores à colheita, sendo que até a chegada ao 
laboratório, estas foram mantidas à temperatura de 5 ± 3 °C.  
 
2.2  Preparações preliminares e Meios de Cultura 
2.2.1 Preparação das soluções stock de tetraciclina, ZnSO4 e CuSO4.5H20  
Preparou-se uma solução stock de tetraciclina (FLUKA) à concentração de 1000 mg/L, utilizando 
como solvente 60% etanol - 40% água. Durante cerca de 1 h, agitou-se de forma a 
homogeneizar as partículas sólidas em suspensão. Posteriormente, passou-se a solução para 
microtubos em condições estéreis, recorrendo a uma seringa e membrana filtrante com 
porosidade de 0,22 μm. Por fim, armazenou-se à temperatura de -20 °C, de modo a evitar 
contaminações.  
Em stock prepararam-se soluções dos reagentes ZnSO4  e CuSO4.5H20  com concentração de 
1 M. Para a preparação dos meios pretendia-se a concentração dos reagentes de  1 mM, assim 
diluíram-se as soluções adicionando 0,5 mL de cada reagente a frascos com 100 mL de água 
ultrapura.   
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2.2.2  Preparação de Meios de Cultura 
Meios seletivos utilizados para isolamento: Mannitol Salt Agar (MSA, Oxoid). Preparou-se, 
segundo indicações do fabricante, suspendendo 55,5 g em 500 mL de água ultrapura. 
Seguidamente, preparou-se separadamente os meios de MSA, MSA suplementado com 
tetraciclina a 1 mg/L, com solução de Zn e solução de Cu a 1 mM.  
Meio nutritivo usado para purificação: Plate Count Agar (PCA, Pronadisa). Preparou-se, 
suspendendo 23,5 g de meio em 1 L de água destilada, segundo indicações do fabricante. 
 
Meio nutritivo do teste da Oxidação/Fermentação: Preparou-se suspendendo 1 g de peptona 
(MERCK), 2,5 g cloreto de sódio (MERCK), 0,15 g dihidrogenofosfato de potássio (MERCK), 
0,015 g bromotimolo (carlo erra), 1,5 g de agar (LBCHEM) em 500 mL de água destilada. Por 
fim, adicionou-se 5 g de Glucose Monoidratada (FLUKA) em 50 mL de água destilada. 
 
Meio nutritivo do teste da Desnitrificação: Preparou-se suspendendo 1,3 g de Nutrient Broth 
(NB, Liofilchem) em 100 mL de água destilada, adicionando 0,25 g de agar (LBCHEM) com 0,1% 
KNO3. 
 
Meio líquido para testar o crescimento de bactérias com diferentes concentrações de NaCl: 
Preparou-se suspendendo 0,13 g de Nutrient Broth (NB, Liofilchem) em 10 mL de água 
destilada. 
 
Meios utilizados para testes de suscetibilidade aos antibióticos e metais: Mueller-Hinton (MH, 
Oxoid). Preparou-se 38 g de meio em 1 L de água destilada, segundo indicações do fabricante. À 
exceção do antibiótico oxacilina que foi testado no meio de MH com 2% NaCl. 
Meio de congelamento de soluções stock: Preparou-se suspendendo 2,5 g de Luria-Bertani (LB, 
Miller) em 100 mL de água destilada, segundo indicações do fabricante, juntando-se 15% de 
Glicerol. 
 
A concentração de tetraciclina utilizada no meio de 1 mg/L, correspondente à concentração 
mínima inibitória (CLSI, 2012). 
Em todos os meios preparados, efetuou-se a homogeneizou-se com agitação, procedeu-se a 
esterilização por autoclavagem à temperatura de 121 ± 3 °C, tendo seguidamente sido 
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arrefecidos num banho termostático a 45 °C e distribuídos, em condições de assepsia, por 
placas de Petri.   
2.3 Isolamento e purificação  
Para o isolamento e identificação, utilizou-se o método de filtração em membrana, efetuando-
se as diluições pretendidas de amostra. 
No processo de filtração, utilizaram-se membranas de nitrocelulose (Pall), de porosidade 0,45 
μm e diâmetro 47 mm, com a grelha virada para cima, e copos de plástico estéreis. Após 
filtração as membranas foram removidas e colocadas nos distintos meios de cultura, 
assegurando-se de que não existiam bolhas de ar entre a membrana e o meio de cultura que 
impossibilitassem o crescimento dos microrganismos. Em pequenos volumes de amostra 
filtrada, utilizou-se como diluente, MRD (Maximum Recovery Diluent).   
Na Figura 3 a), b) e c) ilustram-se as várias etapas do processo de filtração.  
 
Figura 3- a) Colocação da membrana na rampa de filtração; b) Inserção do volume de amostra; c) Colocação da 
membrana no meio seletivo depois de filtrada. 
    
Procedeu-se a incubação das placas de Petri a 37 ± 1 °C, durante 48±4 horas, observando-se o 
crescimento de colónias. Consideraram-se como Staphylococcus presuntivos as colónias 
amarelas ou brancas, envolvidas ou não por um halo amarelo (colonias típicas), Figura 4, 
rejeitando-se as colónias que não apresentassem aspeto semelhante (colonias atípicas). 
 
Figura 4- Colónias típicas e atípicas no meio MSA. 
a) b) c) 
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Repicaram-se até 5 colónias típicas de cada meio de cultura, que se presumissem ser 
Staphylococcus, para o meio PCA, utilizando-se a técnica de espalhamento em placa, sendo 
posteriormente levadas a incubar em posição invertida, a 37 ± 1 °C durante 24 ± 4 h.  
 
2.4 Teses de Caraterização Fenotípica 
Nas placas em que se obteve crescimento, realizaram-se vários testes de confirmação 
fenotípica: Coloração de Gram, Oxidação/Fermentação, Oxidase, Catalase, Coagulase e 
Desnitrificação. 
 
2.4.1 Coloração de Gram  
A Coloração de Gram, que pertence ao tipo de coloração diferencial, por utilizar mais que um 
corante, é usada para purificar e caraterizar bactérias numa primeira análise. Esta técnica de 
coloração permite diferenciar microrganismos através da constituição da parede celular . 
Primeiramente, preparou-se o esfregaço colocando numa lâmina limpa e seca uma gota de 
água destilada, com uma ansa estéril inoculou-se uma colónia, misturando o material biológico. 
Por fim, fixou-se o material celular levando a lâmina a chama várias vezes, sem aquecer 
demasiado. 
Seguidamente, cobriu-se o esfregaço com corante Cristal de Violeta durante 1 minuto, lavou-se 
com Água Ultrapura e cobriu-se com fixador, Lugol durante 1 minuto. As células adquiriram 
uma coloração violeta devido à formação de um complexo cristal violeta-iodo, insolúvel em 
água, que vai corar o protoplasma e a parede celular. Seguiu-se um tratamento de 
descoloração com álcool durante 30 segundos, que dissolve o complexo cristal violeta-iodo. No 
caso da parede celular ser permeável, este será expulso para fora da célula. Por último, aplicou-
se um corante secundário, Safranina durante 30 segundos, que vai permitir identificar as 
bactérias Gram negativas. Lavou-se com Água Ultrapura, secou-se com papel absorvente e 
observou-se ao microscópio óptico. Para isso, adicionou-se uma gota de óleo na lâmina 
observou-se com a objetiva de maior ampliação (100x), tendo sido possível distinguir as 
bactérias Gram positivas das negativas como também determinar a morfologia dos organismos 
(cocos, micrococos, cocobacilos ou bastonetes). 
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As bactérias Gram positivas aparecerem coradas de violeta, já as Gram negativas coram de 
rosa. Isto deve-se a quantidade de peptidoglicano na parede celular da célula que permite fixar 
o corante Cristal Violeta no meio intracelular. Os Staphylococcus são bactérias Gram positivas 
com morfologia de cocos.  
 
Na Figura 5, encontram-se as etapas realizadas na coloração de Gram. 
 
Figura 5- a) Preparação do esfregaço; b) Fixação do material celular por aquecimento; c) Colocação do cristal de 
violeta; d) Colocação do lugol; e) Colocação da safrina; f) Laminas secas para visualização ao microscópio óptico. 
 
2.4.2 Teste da Catalase 
No teste da Catalase, colocou-se uma gota de solução de Peróxido de Hidrogénio 3% sobre uma 
lâmina, e com uma ansa inoculou-se uma colónia, esperando-se a formação de bolhas, que 
indicam libertação de oxigénio, confirmando a presença da enzima Catalase, considerando-se 
assim Catalase Positiva. 
O resultado positivo permite diferenciar os Staphylococcus de outros cocos, como por exemplo 
Streptococcus ou Enterococcus. 
 
2.4.3 Teste da Coagulase  
O teste da Coagulase permite distinguir espécies diferentes de Staphylococcus, através da 
pesquisa da enzima coagulase em tubo, onde se adicionou 0,5 mL de Água Peptonada e 0,5 mL 
de Plasma de Coelho (BioMérieux) homogeneizado com Água Ultrapura. Depois de inoculada 
uma colónia, levou-se a incubar a 37 ± 1 °C durante 24 ± 4 h, para testar a formação ou não de 
coágulo. 
No caso de formação de coágulo distingue-se a espécie S. aureus, da espécie S. epidermidis, 
entre muitas outras coagulase negativas. 
 
a) b) c) d) e) f) 
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2.4.4 Teste da Oxidase 
O teste da oxidase tem como finalidade detetar a presença da enzima citocromo c oxidase, a 
qual na presença de oxigénio e de Citocromo C, oxida o reagente ácido tetra-metil-p-
fenildiamina dihidroclorídrico (TMPD) (aceitador de eletrões artificial na cadeia de transporte 
de eletrões), para formar Indofenol, um composto colorido. Para isso, humedeceu-se uma tira 
de papel de filtro com uma solução de solução 1% de TMPD. Com um palito estéril, esfregou-se 
no papel, a biomassa retirada de uma cultura em PCA.  
No caso de reação positiva observa-se cor azul e incolor no caso de uma reação negativa. Para 
Staphylococcus, espera-se reação negativa, salvo raras espécies de Staphylococcus que 
apresentam reação positiva. 
 
2.4.5 Teste de Oxidação/Fermentação (O/F)  
No teste OF, inoculou-se uma colónia levando-a até ao centro do meio semi-sólido, em dois 
tubos contendo meio OF e glicose. A um dos tubos adicionou-se parafina líquida (PIONIER) 
estéril (±2 mL) que proporciona as condições anaeróbias. 
Inicialmente, os tubos apresentam cor verde tendo um indicador de pH (azul de bromotimol), 
estes incubaram a 30˚C durante 48 h. 
No caso de ambos os tubos mudarem de cor para amarela, significa que o açúcar foi 
metabolizado por via oxidativa e fermentativa, sendo os microrganismos designados por 
anaeróbios facultativos, como é o caso dos Staphylococcus.  
Na Figura 6, encontram-se os tubos utilizados no teste de oxidação/fermentação. 
 
Figura 6 – Teste de oxidação/fermentação. 
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2.4.6  Teste da Desnitrificação 
No teste da Desnitrificação, adicionou-se 15 mL de meio semi-sólido (NB) a um frasco de teflon.  
Inoculou-se a biomassa, fazendo este procedimento 3 vezes. Incubou-se a 30˚C durante 7 dias, 
usando um meio não inoculado como controlo.  
Findo este período, averiguou-se a redução do nitrato a nitrito, adicionou-se 4,9 mL de água 
destilada e transferiu-se 100 µL de cultura e de meio não inoculado para tubos de ensaio. 
Seguidamente adicionou-se 100 µL de solução de reagente de nitratos, observando-se o 
resultado. 
Nas soluções que apresentavam cor vermelha, o resultado foi considerado positivo. Às soluções 
que inicialmente tinham cor rosa claro, adicionou-se zinco em pó para catalisar a reação de 
nitrato a nitrito. Observando-se mudança de cor para vermelho, o resultado foi considerado 
negativo. No caso de se manter a cor inicial o resultado é positivo, pois o nitrato já teria sido 
reduzido a outros produtos diferentes, como amônia, nitrogénio molecular (desnitrificação), 
óxido nítrico (NO), óxido nitroso (N2O) e hidroxilamina. 
 
2.4.7 Estudo da concentração de NaCl 
Para o estudo do efeito da concentração de Cloreto de Sódio (NaCl) no desenvolvimento e 
crescimento das estirpes de Staphylococcus, estudaram-se diferentes valores do reagente: 1% 
10% e 15%. Para isso adicionou-se 0,1 g, 1 g e 5 g, de Cloreto de Sódio (MERCK) em tubos 
diferenciados contendo meio NB. Como controlo, utilizou-se um tubo com meio sem NaCl. 
Inocularam-se os tubos e colocaram-se a incubar a temperatura de 37˚C. Posteriormente, 
analisou-se os crescimentos de colónia e a turvação apresentada nos tubos.     
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2.5 Métodos de Caracterização Genotípica 
2.5.1  Extração de DNA  
Dos isolados crescidos em meio PCA, incubados a 37˚C durante 24 h, foi preparada uma 
suspensão bacteriana em tubos eppendorf contendo 70 μL de água ultrapura. Estes foram 
colocados no banho à temperatura de 95˚C durante 10 minutos, de seguida passados para gelo 
durante 5 minutos, promovendo o choque térmico. Este procedimento permite a libertação do 
DNA da célula por abertura da parede celular. Centrifugou-se o tubo eppendorf durante 
2 minutos a 14000 rpm, separou-se assim o DNA que ficou em suspensão na solução da 
biomassa, que se encontrava depositada na parte inferior do tubo. Os procedimentos descritos 
encontram-se na Figura 7 a) e b). Removeu-se o sobrenadante de cada amostra, transferindo-o 
para outro tubo, e armazenando-o a -20ºC até a realização da amplificação.         
 
Figura 7- a) Colocação das amostras no banho a 95 C; b) Centrifugação das amostras.   
   
2.5.2  Amplificação do gene que codifica o 16S rRNA 
Utilizou-se a técnica de PCR (polymerase Chain Reaction) para amplificação do fragmento de 
DNA que sequência o gene para o RNA ribossomal 16S. 
A solução-mãe foi preparada pela adição de: 26,75 μL de água ultrapura; 5 μL de Bouffer NH4+ 
(10x); 5 μL de MgCl2 (25 mM); 10 μL de dNTP´s (1 mM); 0,5 μL de primer 27F (100 μM); 0,5 μL 
de primer 1492R (100 μM); 0,25 de enzima Taq polimerase (5U/ μL); O volume final das reações 
obedeceu ao número de reações a serem realizadas. Salienta-se a sequência do primer 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') e do primer 1492R (5'-ACCTTGTTACGACTT-3') (Lane, 1991).  
Em cada tubo de reação foi distribuído 48 μL da solução mãe e 2 μL do DNA molde, totalizando 
um volume final de 50 μL. Como controlo positivo utilizou-se um tubo com a solução-mãe 
juntando-se DNA extraído de uma bactéria funcional que valida-se a reação, e como controlo 
negativo a solução-mãe, assegura-se a ausência de contaminação dos reagentes. 
a) b) 
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Os tubos foram transferidos para o termociclador (Biometria) representado na Figura 
8,composto de um ciclo a 95˚C por 5 minutos, para que houvesse separação da dupla cadeia de 
DNA (desnaturação, quebra das pontes de hidrogénio), 30 ciclos a 95˚C durante 1 minuto 
(desnaturação), 55ᵒC por 1 minuto, nesta fase a temperatura baixa para que os primers se 
emparelhem com o DNA molde (emparelhamento), 72˚C por 1 minuto e 30 segundos para que 
a enzima sintetize a molécula de DNA (extensão da cadeia), um ciclo a 72˚C durante 10 minutos 
(extensão final) (Ferreira da Silva et al., 2007). 
Os produtos foram analisados em gel de agarose 1,5% em TEA 1x (pH=8), e com 4 μL de corante 
(Midori®), adicionado na preparação do gel. A amostra a colocar nos poços de gel foi 
preparada, com 3 μL de solução tampão e 5 μL de amostra de DNA. Inclui-se um marcador de 
peso molecular (Grisp®). A eletroforese decorreu a 90 volts durante 30 minutos. A visualização 
dos produtos de amplificação foi realizada num transiluminador (BioRad), sob forma de luz UV, 
sendo que o fragmento amplificado esperado era de 1500 pb (Madigan et al.,2009). 
 
Figura 8- Termociclador utilizado para amplificação do DNA. 
                    
2.5.3 Purificação do gene 16S rRNA 
Após a obtenção do produto de PCR, foi elaborada a purificação utilizando o kit da Grisp®- 
protocol for PCR clean up. 
A um novo tubo eppendorf adicionou-se uma coluna GFX (com filtro) contendo um tubo 
coletor. Colocou-se 250 μL de Gel solubilization solution e 50 μL de amostra de DNA e 
centrifugou-se a 14000 g durante 30 segundos. As moléculas de DNA foram absorvidas na 
parede da coluna. O pellet que passou pela coluna foi descartado, e a coluna reposta no tubo 
coletor. Neste adicionaram-se 600 μL da solução wash buffer 2*, de forma a eliminar resíduos 
do Gel solubilization solution. Centrifugou-se a 14000 g durante 30 segundos e descartou-se 
novamente o pellet da coluna. Realizou-se nova centrifugação a 14000 g durante 3 minutos 
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para secar a matriz da coluna. A coluna foi transferida para um novo eppendorf, onde se 
procedeu a eluição do DNA, adicionando-se 40 μL da solução Elution Buffer diretamente para o 
centro da membrana, tendo o cuidado de não tocar na membrana. Incubando-se à 
temperatura ambiente durante 2 minutos e centrifugou-se a 14000 g por 2 minutos. 
Posteriormente, descartou-se o tubo coletor, encontrando-se o DNA purificado no eppendorf. 
Este foi armazenado a -20ºC, até sua posterior utilização.    
 
2.5.4  Sequenciação do gene 16S rRNA 
A sequenciação do gene 16S rRNA foi realizada pela empresa externa (Macrogen®) de acordo 
com o método (Sanger et al., 1977).  
A análise do gene que codifica o 16S rRNA utiliza a aplicação BioEdit (Hall, 1999). As amostras 
foram comparadas com as sequências disponíveis na base de dados, EzBioCloud 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon), com o objetivo de identificar o género e a espécie, 
comparando a percentagem (%) de similaridade as sequências de genes existentes na base de 
dados.    
 
2.6 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos  
O método de difusão em disco de agar é usado para avaliar a sensibilidade in vitro de bactérias 
aos agentes antimicrobianos. O método recomendado para Testes de Sensibilidade 
Antimicrobiana (NCCLS, 2003), baseia-se no método descrito originalmente por (Bauer et 
al., 1966). Os testes de disco-difusão baseiam-se na presença ou ausência de um halo de 
inibição. A medida do diâmetro do halo de inibição correlacionada às concentrações inibitórias 
mínimas (CIMs) com estirpes reconhecidamente sensíveis e resistentes a diversos agentes 
antimicrobianos. Fornece indicações sobre a sensibilidade ou resistência da colónia a 
determinados antibióticos (NCCLS, 2003).   
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2.6.1 Preparação do inóculo 
Inoculou-se três a cinco colónias de Staphylococcus aureus DSM 1104 bem isoladas, da placa do 
meio PCA. Tocou-se com um palito, a superfície de cada colónia, e os microrganismos foram 
transferidos para um tubo contendo uma solução salina estéril (0,85% NaCl). Ajustou-se a 
turbidez da cultura em crescimento na solução salina estéril, de modo a obter uma turbidez 
óptica comparável à da solução padrão de McFarland a 0,5. Usou-se o espectrofotómetro para 
medir a densidade óptica da suspensão a 610 nm de forma atingir valores de referência entre 
0,220 e 0,240, usando como branco água destilada. Tomou-se a suspensão contendo 
aproximadamente 108 CFU/mL de Staphylococcus aureus DSM 1104, como solução padrão de 
referência. Para todas as amostras, efetuou-se o procedimento anterior, usando como 
referencia a solução padrão.  
 
2.6.2 Inoculação das placas de Testes 
Mergulhou-se uma zaragatoa de algodão estéril na suspensão ajustada. Girou-se várias vezes a 
zaragatoa e apertou-se firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nível do líquido. 
Este procedimento ajudou a retirar qualquer excesso de inoculo na zaragatoa. Esfregou-se a 
zaragatoa em toda a superfície seca estéril da placa de ágar Müeller-Hinton. De forma a 
assegurar a distribuição uniforme do inóculo, repetiu-se o procedimento por duas vezes, 
girando a placa aproximadamente 60º de cada vez. Durante 5 minutos deixou-se a placa 
entreaberta em condições estéreis, de modo a libertar o excesso de humidade.     
 
2.6.3 Aplicação de Discos a Placas de Ágar Inoculadas    
Colocou-se um conjunto de discos (Oxoid) com concentrações de antibiótico implementado 
(Tabela 2), na superfície das placas de MH inoculadas. Os discos foram aplicados sobre o meio 
Müeller-Hinton (MH) ou Müeller-Hinton (MH) com 2% NaCl de acordo com o antibiótico a 
utilizar. Com recurso a um dispensador, pressionaram-se os discos na placa, de modo que todos 
ficam-se distribuídos por igual, a uma distância de centro para centro não superior a 24 mm. 
Teve-se o cuidado de assegurar o completo contacto do disco com a superfície do agar, como 
também não trocar o disco depois de colocado, pois alguns antibióticos difundem-se quase 
instantaneamente, o que levaria a um falso resultado.    
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2.6.4  Incubação das placas 
Após aplicação dos discos, colocaram-se as placas na incubadora, em posição invertida a 37˚C 
durante 24 h. A Figura 9 mostra os halos de inibição formados nas placas depois de incubadas. 
 
Figura 9- Halos de inibição dos antimicrobianos. 
 
2.6.5 Leitura dos halos de inibição 
Após período de incubação analisaram-se as placas, colocando-as em contraluz. Com auxílio de 
uma régua, mediram-se os tamanhos dos halos de inibição. Interpretaram-se os resultados, 
recorrendo-se a Tabela 2 (CLSI, 2012), classificando-os como Suscetíveis (S), intermédios (I) ou 
resistentes (R) aos agentes antimicrobianos. 
Tabela 2- Antibióticos, respetivas concentrações e classificação de bactérias como S (Suscetíveis), I (Intermédio), 
ou R (Resistente) para Staphylococcus (Adaptado de CLSI, 2012 e Faria et al.,2009). 
Antibiótico 
Concentração do 
antibiótico 
Diâmetro de Halo de inibição (mm) 
S I R 
Penicilina (P) 10 IU ≥ 29 - ≤ 28 
Oxacilina (OX) 1 μg ≥ 13 11 -12 ≤10 
Amoxicilina/ ácido clavulânico (AML) 25 μg ≥21 14 - 20 ≤14 
Ceftazidima (CAZ) 30 μg ≥18 15 - 17 ≤14 
Cefalotina (KF) 30 μg ≥18 15 - 17 ≤14 
Meropenem (MEM) 10 μg ≥16 14 - 15 ≤13 
Gentamicina (CN) 10 μg ≥15 13 - 14 ≤12 
Eritromicina (E) 15 μg ≥23 14 - 22 ≤13 
Tetraciclina (TE) 30 μg ≥19 15 - 18 ≤14 
Ciplofloxacina (CIP) 5 μg ≥21 16 - 20 ≤15 
Clindamicina (DA) 2 μg ≥21 15 - 20 ≤14 
Sulfametozanol/ trimetroprim (SXT) 25 μg ≥16 11 - 15 ≤10 
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2.7  Deteção do gene mecA pela técnica PCR 
A resistência à oxacilina em Staphylococcus é conferida principalmente pelo gene mecA, 
codificador de uma proteína de baixa afinidade a este antimicrobiano, a PBP2a (Cauwelier et 
al., 2004). Para a deteção de isolados resistentes à oxacilina, que contenham o gene mecA, 
usou-se a técnica de reação PCR (Zhang et al., 2004). 
A preparação dos primers mecA(fw) e mecA(rev) preparou-se pela adição de 10 μL de cada 
iniciador utilizado, ajustando o volume final da mistura em 90 μL de água ultrapura. Alcançou-
se a concentração final de 100 μM.  
A solução-mãe foi preparada pela adição de: 17,32 μL de água ultrapura; 5 μL de Bouffer KCl 
(10x); 4 μL de MgCl2 (15 mM); 1 μL de dNTP´s (10 mM); 5,34 μL de primer mecA(fw) (10 μM); 
5,34 μL de primer mecA(rev) (10 μM); 2 μL de enzima Taq polimerase (1U/ μL);  
O volume final das reações obedeceu ao número de reações a serem realizadas.  
Salienta-se a sequência do primer mecA(fw) (5' - GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A-3 ) e 
do primer mecA(rev) (5 -CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A-3) (Ryffel et. al., 1990). 
Em cada tubo de reação foi distribuído 40 μL da solução mãe e 10 μL do DNA molde, 
totalizando um volume final de 50 μL. Como controlo positivo, utilizou-se um tubo com a 
solução-mãe, juntando-se DNA extraído de S. aureus que valida-se a reação, e como controlo 
negativo a solução-mãe, que assegurando-se ausência de contaminação dos reagentes. 
Os tubos foram transferidos para o termociclador (Biometria), composto de um ciclo a 94˚C por 
5 minutos, para que haja separação da dupla cadeia de DNA (desnaturação, quebra das pontes 
de hidrogénio), 30 ciclos a 94˚C durante 1 minuto (desnaturação), 50˚C por 1 minuto, nesta fase 
a temperatura baixa para que o primer mecA se emparelhe com o DNA molde 
(emparelhamento), 72˚C por 2 minuto para que a enzima sintetize a molécula de DNA 
(extensão da cadeia), um ciclo a 72˚C durante 10 minutos (extensão final) (Zhang et al., 2004). 
Os produtos foram analisados em gel de agarose 1,5% em TEA 1x (pH=8), com 4 μL de corante 
(Midori®), adicionado na preparação do gel. A amostra a colocar nos poços de gel foi 
preparada, com 3 μL de tampão de carga e 5 μL de amostra de DNA. Inclui-se um marcador de 
peso molecular, 1000-500 pb (Biolabs). A eletroforese decorreu a 90 volts durante 30 minutos. 
A visualização dos produtos de amplificação foi realizada num transiluminador (BioRad), sob 
forma de luz UV, sendo que o fragmento amplificado esperado para o mecA era de 314 pb (Lina 
et al., 1999). 
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2.8 Teste de sensibilidade aos metais pesados 
Prepararam-se as seguintes soluções de metais: 200 mM de NiCl2.6H20, 500 mM de 
CuSO4.5H20, 200 mM de AsNaO2, 500 mM de ZnSO4 e 200 mM de Cd(NO3)2.4H20. 
Efetuaram-se as preparações do inóculo e a incubação das placas teste, do mesmo modo que o 
citado nos pontos 2.6.1 e 2.6.2. A aplicação dos discos nas placas de agar inoculadas realizou-se 
de maneira semelhante a descrita no ponto 2.6.3, no entanto utilizaram-se discos brancos 
(Oxoid), onde foram pipetados 10 μL de cada solução de metal. Incubou-se e realizou-se a 
leitura dos halos de inibição, conforme realizado nos pontos 2.6.4 e 2.6.5. 
Neste caso, não há valores tabelados para os halos de inibição que permitam concluir se a 
amostra é ou não sensível a determinado metal. Para isso correlacionou-se os valores dos 
diâmetros dos halos de inibição dos metais com os dos antibióticos, lidos no ponto 2.6.5. 
Recorrendo-se a Correlação de Pearson, com o auxílio do programa SPSS Statistics 20.        
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3 Resultados e Discussão  
3.1 Caraterização dos isolados 
Para cada dia em se recolheram amostras de água, contabilizou-se o volume de amostra 
filtrada, o número de colónias típicas, atípicas e totais para cada meio distinto, com o objetivo 
de encontrar a densidade de colónias em UFC/mL totais e típicas. Estes dados encontram-se no 
Anexo 1, onde foi possível verificar que os valores de densidade das contagens são bastantes 
oscilatórios ao longo do período de amostragem.  
Observa-se que a maior abundância de Staphylococcus no rio ocorreu no dia 23 Março no meio 
MSA com 25 UFC/mL típicas. Valores elevados também se obtiveram no dia 23 Março (MSA + 
Zn) no dia 24 Março (MSA), no dia 30 Março (MSA + Cu), 31 Março (MSA + Cu) e no dia 6 Abril 
(MSA + Zn) com valores entre 13 e 20 UFC/mL típicas. Tendo as restantes contagens 
apresentado valores muito baixos entre 0 e 10 UFC/mL típicas. Não se evidenciou qualquer 
relação entre os valores de abundância para o mesmo meio, uma vez que estes valores não 
foram contantes ao longo do período amostrado. Conclui-se assim que os valores de densidade 
de colónias presuntivas de Staphylococcus no rio Douro variaram entre 0 e 25 UFC/ml, tendo 
como referência o meio de controlo MSA.      
Um total de 170 colónias típicas, 65 do meio MSA, 43 do meio MSA + TET, 35 do meio MSA + Zn 
e 27 do meio MSA + Cu foram purificadas para confirmar a sua afiliação ao género 
Staphylococcus. Os isolados foram identificados por uma nomenclatura em que a letra D 
designa o rio onde a amostra foi colhida (Rio Douro); as letras minúsculas de a-j são 
correspondentes ao dia da colheita (17 de Março a 8 de Abril de 2015); as abreviaturas MSA 
(meio seletivo), TET (antibiótico-tetraciclina), Zn e Cu (metais pesados) são referentes ao meio 
de onde foi retirada a colónia; e por fim os números foram utilizados para distinguir as colónias 
retiradas do mesmo meio e dia.  
Através da avaliação fenotípica, dos 170 isolados exclui-se os que apresentavam a morfologia 
de bacilos e aqueles que não eram concordantes com os restantes resultados fenotípicos 
esperados, confirmando-se 4 isolados como pertencentes ao género Staphylococcus que 
cresceram nos meios: MSA + Cu (DhCu3; 24/03/2015), MSA + Cu (DjCu1; 30/03/2015), MSA + 
TET (DlTET1; 31/03/2015), MSA (DoMSA1; 08/04/2015). 
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Numa primeira fase do trabalho caraterizaram-se os isolados de forma fenotípica. Em que se 
realizaram testes de pureza, coloração de Gram e testes confirmativos da catalase, coagulase, 
oxidase, oxidação/fermentação, desnitrificação e concentração de NaCl. 
Numa segunda fase, efetuou-se uma confirmação genotípica dos Staphylococcus, onde se 
realizou a sequenciação do gene rRNA 16S e do gene mecA de resistência a antibióticos pela 
técnica de PCR, com o objetivo de confirmar e identificar o género e a espécie, bem como 
possíveis genes de resistências adquiridos. 
 
3.2 Sequenciação do gene 16S rRNA 
Sequenciou-se o gene que codifica o 16S rRNA pelo método PCR, sendo que os produtos 
visualizaram-se em gel de agarose a 15%, neste visualizou-se a presença de bandas dos isolados 
na zona esperado da amplificação 1500 pb (Figura 10). Posteriormente, com a sequenciação do 
gene 16SrRNA, procedeu-se a identificação do género e da espécie recorrendo-se a base de 
dados EzBioCloud. Verificou-se a presença de isolados do género Staphylococcus, das espécies 
S. epidermidis e S. warneri (Tabela 3). Constatou-se que o rio Douro apenas apresentou no 
período do estudo Staphylococcus não produtores de coagulase. 
Os testes fenotípicos realizados (Tabela 4) apresentaram-se concordantes com a identificação 
obtida pela sequenciação do gene rRNA 16S. Como escrito na literatura S. epidermidis tem 
pouco crescimento para concentrações de NaCl de 10%, não crescendo em concentrações de 
15%, já os S. warneri crescem com NaCl a 10% no meio, podendo crescer com 15% de NaCl 
(Garrity et al., 2004). Sendo redutores de nitratos na espécie S. epidermidis e não redutores nos 
S. warneri (Garrity et al., 2004). Os restantes testes com resultados comuns para o género 
Staphylococcus, estão de acordo com os descritos nos Materiais e métodos, ponto 2.4.    
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Figura 10- Produtos da amplificação em PCR em gel de agarose (1,5%), usando os primers 27F e 1492R. 1, 2, B, M 
correspondem respetivamente aos isolados 1 e 2, ao branco e ao marcador. 
 
Tabela 3- Identificação do género e da espécie pela base de dados EzBioCloud. Inclua uma coluna com o tamanho 
da sequência que usou em cada caso.  
Isolados Espécie relacionada Accession nunber  % Similaridade  
DlTET1 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990T L37605 100 
DoMSA1 Staphylococcus warneri ATCC 27836T L37603 100 
DjCu1 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990T L37605 100 
DhCu3 Staphylococcus warneri ATCC 27836T L37603 100 
 
Tabela 4- Resultados dos testes Fenotípicos. 
Testes Fenotípicos 
Isolados 
DlTET1 DoMSA1 DjCu1 DhCu3 
Oxidação/Fermentação + + + + 
Catalase + + + + 
Coagulase - - - - 
Gram  + + + + 
Morfologia cocos cocos cocos cocos 
Oxidase  - - - - 
Desnitrificação + - + - 
Crescimento em 
S/NaCl  Sim  Sim  Sim  Sim  
1% NaCl Sim  Sim  Sim  Sim  
10% NaCl Não Sim  Sim  Sim  
15% NaCl Não Não Não Sim  
 
B M 1 2 
1500 pb 
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3.3 Resistência a antibióticos e metais  
3.3.1 Fenótipos de resistência a antibióticos 
Os fenótipos de resistência a antibióticos realizaram-se de acordo com os parâmetros 
explicitados na Tabela 2. Identificou-se os isolados como R (Resistentes), I (Intermédio) e S 
(Suscetível), consoante as dimensões dos halos de inibição. Utilizou-se como referência a 
estirpe Staphylococcus aureus DSM 1104. Os valores dos halos de inibição e a sua caraterização 
encontram-se na Tabela 5.     
Tabela 5- Halos de inibição e respetiva caraterização dos isolados como R (Resistentes), I (Intermédio) e S 
(Suscetível) em antibióticos de isolados de Staphylococcus. 
   
Estirpes 
 
Halos de inibição (mm) / Categoria 
Classe de 
antibióticos 
Concentração de 
antibióticos 
DlTET1 DoMSA1 DjCu1 DhCu3 S.aureus 
β-lactâmicos 
P 10 IU 
17 20 18 19 10 
R R R R R 
OXA 1 μg 
0 14 20 12 0 
R S S I R 
AML 25 μg 
17 22 21 22 13 
R S S S R 
CAZ 30 μg 
21 25 38 25 20 
S S S S S 
KF 30 μg 
34 36 36 36 28 
S S S S S 
MEM 10 μg 
30 40 44 40 34 
S S S S S 
Tetraciclinas TE 30 μg 
0 30 26 30 0 
R S S S R 
Aminoglicosídeos CN 10 μg 
26 28 25 25 21 
S S S S S 
Quinolonas  CIP 5 μg 
30 36 32 32 22 
S S S S S 
Macrolídeos E 15 μg 
0 30 30 30 0 
R S S S R 
Sulfonamidas SXT 25 μg 
24 34 30 34 30 
S S S S S 
Lincosamidas DA 2 μg 
30 30 28 30 28 
S S S S S 
 
 
 
Legenda: MEM, meropenem; KF, cefalotina; CAZ, ceftazidima; DA, clindamicina; P, Penicilina; SXT, 
Sulfametozanol/trimetroprim; CIP, ciplofloxacina; CN, gentamicina; E, eritromicina; AML, amoxicilina/ácido 
clavulânico; TE, tetraciclina; OXA, oxacilina; 
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Tabela 6- Número e percentagem de isolados de Staphylococcus, Resistentes, Intermédios ou Suscetíveis aos 
antibióticos. 
Antibióticos MEM KF CAZ DA P SXT CIP CN E AML TE OXA 
Total 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Suscetíveis 4 4 4 4 0 4 4 4 3 3 3 2 
Intermédios 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
Resistentes 0 0 0 0 4 0 0 0 1 1 1 1 
% Intermédios 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 
% Resistentes 0 0 0 0 100 0 0 0 25 25 25 25 
 
 
 
Os 4 isolados foram sensíveis aos antibióticos meropenem (MEM), cefalotina (KF), ceftazidima 
(CAZ), clindamicina (DA), sulfametozanol/trimetroprim (SXT), ciplofloxacina (CIP), gentamicina 
(CN). Todos foram resistentes a penicilina (P) o que não é surpreendente visto que no fim da 
década de 1950, cerca de 80% de isolados de Staphylococcus de hospitais americanos 
mostravam resistências as penicilinas (Bauer et al., 1960). 
Dos 4 isolados, apenas o isolado DlTET1 proveniente do meio MSA + TET, identificado como 
pertencente a espécie S. epidermidis, apresentou um perfil de multirresistência pois foi 
resistente as classes de antibióticos dos β-lactâmicos, tetraciclina e macrolídeos. A 
multirresistência deste isolado já seria esperada ao termos em conta um estudo realizado em 
isolados clínicos de SNPC resistentes a meticilina, onde se mostra uma associação de 
resistências entre os antibióticos eritromicina e tetraciclina e a família dos β-lactâmicos (Koksal, 
et al 2009).     
O isolado DlTET1 apresentou um halo de inibição nulo para a oxacilina, o que levou a pesquisa 
do gene mecA responsável pela resistência a este e outros antibióticos da mesma família. As 
resistências aos antibióticos da família dos β-lactâmicos (penicilina, amoxicilina/ácido 
clavulânico e oxacilina), por Staphylococcus tanto coagulase positiva, bem como negativa, 
apresentam índices prevalência de 30% a 66%, muitos deles registados em unidades 
Legenda: MEM, meropenem; KF, cefalotina; CAZ, ceftazidima; DA, clindamicina; P, Penicilina; SXT, 
sulfametozanol/trimetroprim; CIP, ciplofloxacina; CN, gentamicina; E, eritromicina; AML, amoxicilina/ácido 
clavulânico; TE, tetraciclina; OXA, oxacilina; 
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hospitalares (Moreira et al., 1995; Mulazimoglu et al., 1996). Esta resistência deve-se a genes 
cromossómicos que codificam modificações no recetor de ação dos β-lactâmicos, as proteínas 
ligantes de penicilinas (PBPs), produzindo-se novas PBPs com pouca afinidade para os β-
lactâmicos (Ubukata et al., 1985). 
Como acima referido os 3 isolados restantes apenas apresentaram resistência a penicilina (P) 
(Tabelas 5 e 6). 
 
3.3.2 Perfis de suscetibilidade a metais pesados 
Metais pesados têm sido correntemente relatados como contaminantes ambientais (Alonso et 
al., 2001). Assim, em isolados de Staphylococcus testaram-se as resistências a metais pesados, 
pelo método de difusão em disco, encontrando-se os valores dos halos de inibição na Tabela 7. 
Utilizou-se como referência a estirpe Staphylococcus aureus DSM 1104. No entanto, não há 
valores tabelados para uma possível caraterização, como no caso dos antibióticos.  
 
Tabela 7- Halos de inibição produzidos por metais em isolados de Staphylococcus. 
  
Estirpes  
  
Halo de inibição (mm) 
Concentração Metais DlTET1 DoMSA1 DjCu1 DhCu3 S.aureus 
Cu 500 mM 20 17 15 12 19 
Ni 200 mM 16 16 15 22 10 
As 200 mM 40 0 32 0 34 
Cd 200 mM 34 40 44 32 32 
Zn 500 mM 20 17 19 18 19 
 
 
Recorreu-se a uma associação entre os valores produzidos pelos halos de inibição dos agentes 
antimicrobianos e dos metais pesados, efetuando-se essa análise através de uma correlação de 
Pearson. No entanto, como não se obteve correlações entre os antibióticos da mesma família e 
apenas se obteve uma associação entre um metal e antibiótico, estes resultados ficaram sem 
relevância devido a falta de clareza (Anexo 2). 
 
 
 
Legenda: Cu, cobre; Ni, níquel; As, arsénio; Cd, cádmio; Zn, zinco. 
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3.4 Sequenciação do gene mecA de resistência a antibióticos 
Pesquisou-se o gene mecA no isolado que exibiu resistência fenotípica à oxacilina. Os produtos 
obtidos pelo método PCR visualizaram-se em gel de agarose a 1,5%. A presença de uma banda 
com tamanho de 314 pb, correspondeu a presença do gene mecA, no isolado DlTET1 da espécie 
S. epidermidis resistente a oxacilina (Figura 11). A posterior comparação da sua sequência com 
a base de dados Nucleotide BLAST, veio confirmar a presença deste gene de resistência, tendo 
apresentado um valor de 98 % similaridade com o gene mecA presente na estirpe 
Staphylococcus aureus PY01 (ID: gb|GU111711.1). 
 
Figura 11-Produtos da amplificação em PCR em gel de agarose (1,5%), usando o primers mecA (fw) e mecA (rev). 
Isolado DlTET1, C+, B, M correspondem respetivamente ao isolado que contem o gene mecA, ao controlo positivo, 
ao branco e ao marcador 
 
 
 
A resistência à oxacilina está intimamente ligada a resistência à meticilina em Staphylococcus 
aureus MRSA, visto que a meticilina e a oxacilina pertencem a mesma classe de antibióticos, 
tendo a oxacilina vindo substituir a meticilina aquando da sua resistência em S. aureus (CDCP, 
2000).  
A resistência intrínseca à oxacilina em S. aureus é mediada pela produção de uma proteína 
ligante de penicilina (PBP) suplementar (PBP 2’ ou PBP 2a), que apresenta baixa afinidade pelos 
antibióticos β-lactâmicos, sendo esta proteína codificada pelo gene mecA. Por esse motivo, 
quando o gene mecA está presente, a célula é capaz de crescer na presença de oxacilina e de 
outros β-lactâmicos (Livermore et al., 2000; Swenson et al., 2002). 
Estudos identificaram genes mecA entre uma estirpe de S. epidermidis isolada de um recém-
nascido, com gene idêntico ao encontrado em MSRA (Wielders et al., 2001). Isto vem reforçar a 
ideia da transferência horizontal do gene mecA entre espécies de Staphylococcus.  
As PBP2a encontram-se presentes numa variedade de SNPC, incluindo estirpes de S. 
epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. simulans, S. saprophyticus, S. sciuri, S. capitis, S. 
DlTET1 B 
314 pb 
M C+
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warneri, e S. caprae (Archer et al., 1990; Murakami et al., 1991; Pierre et al., 1990; Stratton et 
al., 1990; Suzuki et al., 1992). Uma média de 55% isolados clínicos de SNPC são resistentes a 
oxacilina (Schaberg et al., 1991). De entre 126 isolados de S. epidermidis, representando 79% 
das causas de bacteremia, 78% são resistentes a oxacilina, comprovando-se estes valores para 
hospitais distintos (Jones et al., 1989).  
Os mecanismos de resistência nos SNPC associados a oxacilina, incluem a produção de gene 
mecA, PBPs, β-lactamase, e slime. Os genes que codificam resistência aos antimicrobianos 
podem estar localizados nos cromossomas ou em plasmídeos, sendo o DNA cromossómico mais 
estável, enquanto que o DNA plasmidial é facilmente transportado por conjugação bacteriana, 
permitindo assim a transferência de genes em conjunto, incluindo os de resistência a 
antimicrobianos (Alves et al., 2007). Conclui-se assim, que a presença do gene mecA em SNPC, 
transferido para espécies de S. aureus, associado a infeções mais graves, pode ser um problema 
para a saúde pública. 
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4 Conclusões 
Nas contagens efetuadas, nos dias de amostragem referenciados, os valores de densidade 
encontrados nas águas do rio Douro no meio de controlo MSA, variaram entre 0 e 25 UFC/ml. 
Das 170 estirpes isoladas, apenas 4 foram confirmadas como pertencentes ao género 
Staphylococcus tendo sido isolados dos meios: MSA, MSA + Cu e MSA + Tetraciclina. Destes 
isolados, 2 foram identificados como S. epidermidis e os outros 2 como S. warneri, ambas 
Staphylococcus não produtores de coagulase (SNPC). Estas espécies são colonizadoras da pele e 
mucosas de seres humanos, frequentemente relacionadas a infeções nosocomiais. 
O meio MSA, embora amplamente usado para a enumeração deste grupo de bactérias, neste 
estudo não foi seletivo, uma vez que apenas 2% das colónias típicas foram confirmadas como 
Staphylococcus.     
Entre os antibióticos testados, todos os isolados apresentaram resistência a penicilina, apenas o 
isolado DlTET1 da espécie S. epidermidis apresentou resistência a mais do que 3 classes de 
antibióticos sendo considerado multiresistente. A presença do gene mecA neste isolado 
confirmou a resistência a oxacilina.  
Constatou-se o aparecimento de um elevado número de bactérias com morfologia de bacilos, 
que pelo facto das resistências aos antibióticos serem de origem intrínseca e de não se 
considerarem bactérias patogénicas, não foram discutidas neste estudo. 
Neste estudo não se detetaram espécies de S. aureus, bactérias perigosas para a saúde pública, 
pois a sua presença em águas para consumo humano aumenta o risco de intoxicações no 
organismo por ingestão, como também em águas para uso recreativo (ex. água usada para 
banhos) devido ao perigo de infeções graves por lesões existentes na pele que invadindo o 
sangue pode atingir qualquer órgão. Pode dizer-se assim, neste momento o rio Douro não 
apresenta perigo para a comunidade. 
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4.1 Limitações e trabalho futuro 
A maior limitação deveu-se ao facto da colheita de amostras não ter sido efetuada em vários 
pontos de amostragem, visto que a recolha foi exclusivamente realizada na água superficial do 
rio.  
Os poços de captação e o poço coletor, que se encontram distribuídos em pontos estratégicos 
ao longo do rio, permitem a colheita da água do rio a diferentes níveis de profundidade, de 
maior qualidade não necessitando esta de tratamentos complexos e dispendiosos, conseguindo 
assim analisar as diferenças microbianas entre a água superficial e de profundidade.   
A ETA recolhe a água superficial de um rio, efetuando o tratamento da mesma, para 
posteriormente ser encaminhada para a rede de distribuição da água para consumo. Já a ETAR 
recolhe efluentes domésticos e hospitalares, tratando-os antes de estes serem libertados para 
o rio.  
Como trabalho futuro, o objetivo passaria por avaliar a eficácia dos métodos de tratamento e 
monitorização realizados na ETA e na ETAR, bem como a sua a composição ao nível bacteriano.  
Sendo assim, é possível averiguar se existem ou não Staphylococcus nos locais anteriormente 
referidos. Outro ponto relevante poderia consistir no estudo da presença de metais pesados 
nas tubagens de distribuição, associada a possível formação de biofilmes, como fator de 
pressão seletiva para a resistência das bactérias aos antibióticos. 
Tendo como principal objetivo, obter mais dados para se inferir sobre a problemática da 
resistência a antibióticos nos Staphylococcus. 
 
 
  
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 37 
5 Referências Bibliográficas 
1. Aguilar B, Amorena B, Iturralde M, 2001. Effect of slime on adherence of Staphylococcus aureus isolated 
from bovine and ovine mastitis. Vet Microbiol, 78, 183-91.  
2. Alonso A, Sánchez P, Martínez JL., 2001. Environmental selection of antibiotic resistance genes. Environ 
Microbiol 3, 1-9. 
3. Angulo, F.J., Nargund, V.N., Chiller, T.C., 2004. Evidence of an association between use of anti-microbial 
agents in food animals and anti-microbial resistance among bacteria isolated from humans and the 
human health consequences of such resistance. J. Vet. Med. B Infect. Dis. Vet. Public Health 51, 374-379. 
4. ANSS, Agência Nacional de Segurança Sanitária, 2009. Acedido em Junho 2015. Disponivel em: 
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo1/ami
noglicosideos.htm. 
5. Archer, G. L., and E. Pennell. 1990. Detection of methicillin resistance in Staphylococci by using a DNA 
probe. Antimicrob. Agents Chemother. 34, 1720-1724. 
6. Arslan S, Özkardes F, 2007, Slime production and antibiotics susceptibility in Staphylococci isolated from 
clinical samples, Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 102, 1, 29-33. 
7. Asano, T., Levine, A.D., 1995. Wastewater Reuse: A Valuable Link in Water Resources Management. Water 
Quality International, No. 4, 20-24.   
8. Aust, M.O., Godlinski, F., Travis, G.R., Hao, X., McAllister, T.A., Leinweber, P., Thiele-Bruhn, S., 2008. 
Distribution of sulfamethazine, chlortetracycline and tylosin in manure and soil of Canadian feedlots after 
subtherapeutic use in cattle. Environ. Pollut. 156, 1243-1251. 
9. Baker-Austin C.., 2006. Co-selection of antibiotic and metal Resistance. TRENDS in Microbiology. Vol.14 
No.4.   
10. Baselga R, Albizu I, De La Cruz M, Del Cacho E, Barberan M, Amorena B, 1993. Phase variation of slime 
production in Staphylococcus aureus: implications in colonization and virulence, Infect Immun, 61, 11,   
4857-62. 
11. Bauer AW, Kirby WMM, Sherris JC, Turck M., 1966. Antibiotic susceptibility testing by a standardized 
single disk method. Am J Clin Pathol. 45, 493-496. 
12. Bauer AW, Perry DM, Kirby WMM., 1960. Drug usage and antibiotic susceptibility of Staphylococci. 
Journal of the American Medical Association 173, 475-480. 
13. Boyce JM., 1997. Epidemiology and prevention of nosocomial infections. In The Staphylococci in Human 
Disease, ed. KB Crossley, GL Archer, 1, 309-29. New York: Churchill Livingston 
14. Brody T, Yavatkar AS, Lin Y, Ross J, Kuzin A, Kundu M, Fann Y, Odenwald WF, 2008. Horizontal gene 
transfers link a human MRSA pathogen to contagious bovine mastitis bacteria. PLoS ONE 3, e3074. 
15. Brody, Larner, Minmeman, 1998. Human Pharmacology, 3ª ed. Missouri: Mosby. 
16. Cabello, F.C., 2006. Heavy use of prophylactic antibiotics in aquaculture: a growing problem for human 
and animal health and for the environment. Environ. Microbiol. 8, 1137-1144. 
17. Calomiris, J.J., 1984. Association of metal tolerance with multiple antibiotic- resistance of bacteria isolated 
from drinkingwater. Appl. Environ. Microbiol. 47, 1238-1242. 
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 38 
18. Caputo GM, Archer GL, Calderwood SB, DiNubile MJ, Karchmer AW., 1987. Native valve endocarditis due 
to coagulase-negative Staphylococci: clinical and microbiologic features. Am J Med. 83, 619-25. 
19. Cauwelier, B. et al., 2004. Evaluation of a disk diffusion method with cefoxitin (30μg) for detection of 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. European Journal Microbiology Infectious Disease, 23, 389-
392. 
20. CDCP. Centers of Diseases Control and Prevention., 2000. Laboratory capacity to detect antimicrobial 
resistance. MMWR. 48, 1167-71. 
21. China X. J., Qunhui S., Fang L., Jing M. , Gang X., Yuanlong W., Minghong W., 2012. Antibiotic resistance 
gene abundances associated with antibiotics and heavy metals in animal manures and agricultural soils 
adjacent to feedlots in Shanghai. Journal of Hazardous Materials 235-236, 178–185. 
22. Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility 
Testing; Twenty-Second Information Supplement. 
23. Dantas, G., Sommer, M.O., Oluwasegun, R.D., Church, G.M., 2008. Bacteria subsisting on antibiotics. 
Science 320, 100-103. 
24. Duch-Samper AM, Menezo JL, Hurtado-Sarrio M, 1997. Endophthalmitis following penetrating eye injury. 
Acta Ophthalmol. Scand. 75, 104-6. 
25. Eichler S., Christen R., Holtje C., 2006. Composition and dynamics of bacterial communities of a drinking 
water supply system as assessed by RNA-and DNA-based 16S rRNA gene fingerprinting. Appl Environ 
Microbiol 72, 1858-1872. 
26. Ferreira da Silva M., Tiago I., Veríssimo A., Boaventura R. A. R., Nunes O. C., Manaia C. M., 2006. Antibiotic 
resistance of enterococci and related bacteria in an urban wastewater treatment plant. FEMS Microbiol 
Ecol 55, 322-329. 
27. Garrity, G.M., Bell J.A., Lilburn T.G., 2004. Taxonomic Outline of the Prokaryotes. Bergey's Manual of 
Systematic Bacteriology. Second Edition, 2, 1000-1024. 
28. Goodman & Gilman's, 2008. Manual of Pharmacology and Therapeutics. Nova Iorque: McGraw Hill. 
29. Gunten U. V., 2003. Ozonation of drinking water: part II. Disinfection and by-product formation in 
presence of bromide, iodide or chlorine. Water Res 37, 1469-1487. 
30. Hall TA, 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignement editor and analysis program for 
Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41, 95-98. 
31. Heinemann, M., Kummel, A., Ruinatscha, R., Panke, S., 2005. In silico genome-scale reconstruction and 
validation of the Staphylococcus aureus metabolic network. Biotechnol. Bioeng. 92, 850-864. 
32. Henderson DK, 1988. Intravascular device associated infection: current concepts and controveries. Infect. 
Med. 5, 459-64. 
33. Hoefel D., Monis P.T., Grooby W.L., Andrews S & Saint CP., 2005. Profiling bacterial survival through a 
water treatment process and subsequent distribution system. J Appl Microbiol 99, 175-186. 
34. Huebner J, Pier GB, Maslow JN,1994. Endemic nosocomial transmission of Staphylococcus epidermidis 
bacteremia strains in a neonatal ICU over a 10- year period. J. Infect. Dis. 169, 526-31. In The 
Staphylococci in Human Disease, ed. KB Crossley, GL Archer, 1,113-37, New York: Churchill Livingston.  
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 39 
35. Ing MB, Baddour LM, Bayer AS, 1997. Bacteremia and infective endocarditis: pathogenesis, diagnosis, and 
complications. In The Staphylococci in Human Disease, ed. KB Crossley, GL Archer, 1, 331-54. New York: 
Churchill Livingston. 
36. Ishak MA, Groschel DH, Mandell GL, Wenzel RP, 1985. Association of slime with pathogenicity of 
coagulase-negative Staphylococci causing nosocomial septicemia. J Clin Microbiol, 22, 1025-9. 
37. Jones, R. N., A. L. Barry, R. Y. Gardiner, and R. R. Packer., 1989. The prevalence of staphylococcal 
resistance to penicillinase-resistant penicillins. A retrospective and prospective national surveillance trial 
of isolates from 40 medical centers. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 12, 385-394. 
38. Jujnovsky J., L. Almeida-Leñero M. Bojorge-García Y. L. Monges E. Cantoral-Uriza and M. Mazari-Hiriart., 
2010. Hydrologic ecosystem services: water quality and quantity in the Magdalena River, Mexico City. 
Hidrobiológica 20, 113-126. 
39. Karchmer AW, Archer GL, Dismukes WE., 1983. Staphylococcus epidermidis prosthetic valve endocarditis: 
microbiological and clinical observations as guide to therapy. Ann. Intern. Med. 98, 447-55. 
40. Katzung, B., 2007. Farmacologia Básica e Clínica, 10ª ed. Brasil: McGraw Hill. 
41. Kloos, W. E., 1997. Taxonomy and systematics of Staphylococci indigenous to humans. In The 
Staphylococci in Humans and Disease. Churchill Livingstone. 113-137. 
42. Koksal F., Yasar H.,Samasti M., 2009. Antibiotic resistance patterns of coagulase-Negative Staphylococcus 
strains isolated from blood cultures of septicemic patients in Turkey. Microbiological Research 164, 404-
410. 
43. Kolpin, D. W., E. T. Furlong, M. T. Meyer, E. M. Thurman, S. Zaugg, L. B. Barber, and H. T. Buxton, H. T., 
2002. Pharmaceuticals, hormones, and other organic wastewater contaminants in US streams, 1999-
2000: A national reconnaissance. Environ. Sci. Technol. 36, 1202-1211. 
44. Kong R.Y.C., Lee S.K.Y., Law T.W.F., Law S.H.W., Wu R.S.S., 2002. Rapid detection of six types of bacterial 
pathogens in marine waters by multiplex PCR. Water Research 36, 2802-2812. 
45. Lane D.J., 1991. 16S/23S rRNA sequencing. Nucleic acid techniques in bacterial systematics. Chichester,   
115-147.  
46. Lina G, Quaglia A, Reverdy ME, Leclercq R, Vandenesch F & Etienne J, 1999. Distribution of genes encoding 
resistance to macrolides, lincosamides, and streptogamins among Staphylococci. Antimicrobial Agents 
and Chemotheraphy 43, 1062-1066. 
47. Lindberg, R.H., Bjorklund, K., Rendahl, P., Johansson, M.I., Tysklind, M., Andersson, B.A., 2007. 
Environmental risk assessment of antibiotics in the Swedish environment with emphasis on sewage 
treatment plants.Water Res. 41, 613-619. 
48. Livermore DM., 2000. Antibiotic resistance in Staphylococci. Int J Antimicrob Agents. 16 Suppl 1, 3-10. 
49. LPSN, List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, 2015. Acedido em Junho 2015. Disponível 
em: http://www.bacterio.net/staphylococcus.html.    
50. Madigan, M. T., Martinko, J. M., Dunlap, P. V., Clark, D. P., 2009. Biology of Microorganisms. 12ª ed. San 
Francisco: Pearson Education, Inc. 
51. Mainardi, J.L., Villet, R., Bugg, T.D., Mayer, C., Arthur, M., 2008. Evolution of peptidoglycan biosynthesis 
under the selective pressure of antibiotics in Grampositive bacteria. FEMS Microbiol. Rev. 32, 386-408. 
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 40 
52. Malanoski GJ, Samore MH, Pefanis A, Krachmer AW, 1995. Staphylococcus aureus catheter-associated 
bacteremia. Minimal effective therapy and unusual infectious complications associated with arterial 
sheath catheters. Arch. Intern. Med. 155, 1161-66. 
53. Marsalek J., Jime´nez-Cisneros B.E., Malmquist P.A., Karamouz M., Goldenfum J & Chocat B., 2006. Urban 
Water Cycle Processes and Interactions. UNESCO, Paris. 
54. Martinez, J. L., 2009. Environmental pollution by antibiotics and by antibiotic resistance determinants. 
Environmental Pollution 157, 2893-2902.  
55. Martinez, J.L., 2008. Predictive analysis of transmissible quinolone resistance indicates Stenotrophomonas 
maltophilia as a potential source of a novel family of Qnr determinants. BMC Microbiol. 8, 148. 
56. Martinez, J.L., Baquero, F., Andersson, D.I., 2007. Predicting antibiotic resistance. Nat. Rev. Microbiol. 5, 
958-965. 
57. Martinez-Carballo, E., Gonzalez-Barreiro, C., Scharf, S., Gans, O., 2007. Environmentalmonitoring study of 
selected veterinary antibiotics in animal manure and soils in Austria. Environ. Pollut. 148, 570-579. 
58. McArthur, J.V., Tuckfield, R.C., Lindell, A.H., Baker-Austin, C., 2011. Proceedings of the 2011 Georgia 
Water Resources Conference, at the University of Georgia. 
59. McManus, P.S., Stockwell, V.O., Sundin, G.W., Jones, A.L., 2002. Antibiotic use in plant agriculture. Annu. 
Rev. Phytopathol. 40, 443-465. 
60. Merivirta L. O., Koorta J. M.K., Kivisaari M., Korkeala H., Bjfrkrotha K. J., 2005. Developing microbial 
spoilage population in vacuum-packaged charcoal-broiled European river lamprey (Lampetra fluviatilis). 
International Journal of Food Microbiology 101, 145-152. 
61. Mulazimoglu L., Drenning  S.D., Yu V., 1996. In vitro activities of two novel oxazolidinones (U100592 and 
U100766), a new fluoroquinolone (trovafloxacin), and  dalfopristinquinupristin against Staphylococcus 
aureus and Staphylococcus epidermidis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 40, 2428-2430. 
62. Muller, A., Coenen, S., Monnet, D.L., Goossens, H., 2007. European Surveillance of antimicrobial 
consumption (ESAC). Euro Surveill. 12, E071011. 
63. Murakami, K., W. Minamide, K. Wada, E. Nakamura, H. Teraoka, and S. Watanabe., 1991. Identification of 
methicillinresistant strains of Staphylococci by polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol. 29, 2240-
2244. 
64. NCCLS, 2003. Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests, Approved Standard—
Eighth Edition. NCCLS document M2-A8 (ISBN 1-56238-485-6).  
65. Nriagu, J.O., 1996. A history of global metal pollution. Science 272, 223-224. 
66. Pallecchi, L., Bartoloni, A., Paradisi, F., Rossolini, G.M., 2008. Antibiotic resistance inthe absence of 
antimicrobial use: mechanisms and implications. Expert Rev.Anti Infect. Ther. 6, 725-732. 
67. Pathak, S.P. and Gopal, K., 2005. Occurrence of antibiotic and metal resistance in bacteria from organs of 
river fish. Environ. Res. 98, 100-103. 
68. Pauwels, B., Verstraete, W., 2006. The treatment of hospital wastewater: anappraisal. J. Water Health 4, 
405-416. 
69. Pei, R., Kim, S.C., Carlson, K.H., Pruden, A., 2006. Effect of river landscape on the sediment concentrations 
of antibiotics and corresponding antibiotic resistance genes (ARG). Water Res. 40, 2427-2435. 
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 41 
70. Pettibone, G.W., 1996. Incidence of antibiotic and metal resistance and plasmid carriage in Aeromonas 
isolated from Brown bullhead (Ictalurus nebulosus). Lett. Appl. Microbiol. 23, 234-240. 
71. PGRH-Norte a), 2011. Plano de Bacia Hidrográfica do Rio Douro. Relatório Técnico. Anexo I - Cartografia. 
72. PGRH-Norte a), 2012. Plano de Bacia Hidrográfica do Rio Douro. Caracterização e Diagnóstico da região 
hidrográfica. 
73. PGRH-Norte b), 2012. Plano de Bacia Hidrográfica do Rio Douro. Comissão Europeia. Relatório Técnico. 
Resumo não técnico. 
74. Pierre, J., R. Williamson, M. Bornet, and L. Gutmann., 1990. Presence of an additional penicillin-binding 
protein in methicillin- resistant Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 
hominis, and Staphylococcus simulans with a low affinity for methicillin, cephalothin, and cefamandole. 
Antimicrob. Agents Chemother. 34, 1691-1694. 
75. Raad II, Bodey GP., 1992. Infectious complications of indwelling vascular catheters. Clin. Infect. Dis. 15,    
197-210. 
76. Rasmussen, L.D. and Sorensen, S.J., 1998. The effect of long-term exposure to mercury on the bacterial 
community in marine sediment. Curr. Microbiol. 36, 291-297. 
77. Rice & Bonomo, 2005. Genetic and Biochemical mechanisms of bacterial. Antibiotics in Laboratory 
Medicine, 5ª ed., 441-476, Nova Iorque. 
78. Roos KL, WM Scheld, 1997. Central nervous system infections. In The Staphylococci in Human Disease, ed. 
KB Crossley, GL Archer, 1, 413-39. New York: Churchill Livingston. 
79. Rowe, C. L.; Hopkins, W. A.; Congdon, J. D., 2002. Ecotoxicological implications of aquatic disposal of coal 
combustion residues in the United States. A review. Environ. Monit. Assess. 80, 207- 
80. Ruhl, L., A. Vengosh, G. S. Dwyer, H. Hsu-Kim, A. Deonarine, M. Bergin and J. Kravchenko, 2009. Survey of 
the potential environmental and health impacts in the immediate aftermath of the coal ash spill in 
Kingston, Tennessee. Environ. Sci. Technol. 43, 6326-6333. 
81. Ryffel, C., W. Tesch, I. Birch-Machin, P. E. Reynolds, L. Barberis-Maino, F. H. Kayser, and B. Berger-Bachi., 
1990. Sequence comparison of mecA genes isolated from methicillin-resistant Staphylococcus aureus and 
Staphylococcus epidermidis. Gene 94, 137-138. 
82. S.M. Tiquia , D. Davis , H. Hadid , S. Kasparian , M. Ismail , S Ahly , J. Shim , S. Singh & K.S. Murray, 2007. 
Halophilic and Halotolerant Bacteria from River Waters and Shallow Groundwater Along the Rouge River 
of Southeastern Michigan, Environmental Technology, 28:3, 297-307. 
83. Sánchez MB, Hernández A, Martinéz J 2011. Quinolone resistance: much more than predicted. Front 
Microbiol 2, 1-6. 
84. Sanger, T., Nicken, S., Coulsen, A.R., 1977. DNA sequencing with chain terminating inhibitors. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the USA 74, 5463-5467. 
85. Schaberg, D. R., D. H. Culver, and R. P. Gaines., 1991. Major trends in the microbial etiology of nosocomial 
infection. Am. J. Med. 91(Suppl. 3B), 725-735. 
86. Schwartz, T., Kohnen W., Jansen B., Obst U., 2003. Detection of antibiotic-resistant bacteria and their 
resistance genes in wastewater, surface water, and drinking water biofilms. FEMS Microbiology Ecology 
43, 325-335. 
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 42 
87. Silver, S., Phung, L.T., 2005. A bacterial view of the periodic table: genes and proteins for toxic inorganic 
ions. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 32, 587-605. 
88. Smith, D.L., Harris, A.D., Johnson, J.A., Silbergeld, E.K., Morris Jr., J.G., 2002. Animal antibiotic use has an 
early but important impact on the emergence of antibiotic resistance in human commensal bacteria. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 6434-6439. 
89. Stepanauskas, R., T. C. Glenn, C. H. Jagoe, R. C. Tuckfield, A. H. Lindell, C. J. King and J V. McArthur., 2006. 
Coselection for microbial resistance to metals and antibiotics in freshwater microcosms. Environmental 
Microbiology 8,1510-1514. 
90. Stoob, K., Singer, H.P., Mueller, S.R., Schwarzenbach, R.P., Stamm, C.H., 2007. Dissipation and transport of 
veterinary sulfonamide antibiotics after manure application to grassland in a small catchment. Environ. 
Sci. Technol. 41, 7349-7355. 
91. Stratton, C. W., M. S. Gelfand, J. L. Gerberding, and H. F. Chambers., 1990. Characterization of 
mechanisms of resistance to 3-lactam antibiotics in methicillin-resistant strains of Staphylococcus 
saprophyticus. Antimicrob. Agents Chemother. 34, 1780-1782. 
92. Suzuki, E., K. Hiramatsu, and T. Yokota., 1992. Survey of methicillin-resistant clinical strains of coagulase-
negative Staphylococci for mecA gene distribution. Antimicrob. Agents Chemother. 36, 429-434. 
93. Swenson, J.M., 2002. New tests for the detection of oxacillin-resistant Staphylococcus aureus. Clin. 
Microbiol. Newsletter. 24(21), 159-163. 
94. Tenover, F., 2006. Mechanisms of Antimicrobial Resistance in Bacteria. The American Journal of medicine. 
119, 3-9. 
95. Ubukata K, Yamashita N, Konno M., 1985. Occurrence of a ß-lactam-inducible penicillin-binding protein in 
methicillin-resistant Staphylococci. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 27:851-857. 
96. Ug, A. and Ceylan, O., 2003. Occurrence of resistance to antibiotics, metals, and plasmids in clinical strains 
of Staphylococcus spp. Arch. Med. Res. 34, 130-136. 
97. Vaz-Moreira I., Egas C., Nunes O. C., Manaia C. M., 2013. Bacterial diversity from the source to the tap: a 
comparative study based on 16S rRNA gene-DGGE and culture-dependent methods. FEMS Microbiol Ecol 
83, 361-374.  
98. WHO., 1989. Health Guidelines for the Use of Wastewater in Agriculture and Aquaculture. Report of a 
WHO Scientific Group, Technical Report Series 778, Geneva, Switzerland. 
99. WHO., 2008. Guidelines for Drinking-Water Quality, 4th edn. World Health Organization, Geneva. 
100. Wielders CL, Vriens MR, Brisse S, de Graaf-Miltenburg LA, Troelstra A, Fleer A, Schmitz FJ, Verhoef J, Fluit 
AC., 2001. In-vivo transfer of mecA DNA to Staphylococcus aureus. Lancet. 357(9269), 1674-5. 
101. Wood CA, Sewell DL, Strausbaugh LJ, 1989. Vertebral osteomyelitis and native valve endocarditis caused 
by Staphylococcus warneri. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 12, 261-63. 
102. Yamaguchi N., Nasu M., 1997. Flow cytometric analysis of bacterial respiratory and enzymatic activity in 
the natural aquatic environment. Journal of Applied Microbiology. 83, 43-52. 
103. Zhang K., Sparling J., Chow B. L., Elsayed S., Hussain Z., Church D. L., Gregson D. B., Louie T., Conly J. M., 
2004. New Quadriplex PCR Assay for Detection of Methicillin and Mupirocin Resistance and Simultaneous 
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 43 
Discrimination of Staphylococcus aureus from Coagulase-Negative Staphylococci. Journal of Clinical 
Microbiology. 42, 4947-4955. 
 
 
Resistência de Staphylococcus a antibióticos e metais nas águas do rio Douro 
 44 
Anexo 1 Dados das Contagens 
 
Tabela 8- Enumeração presuntiva de Staphylococcus. 
       MSA - 17/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 0 1 10 5 5 
0,5 5 4 9 2 9 5 
       
MSA + Tetraciclina - 17/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
10 5 4 9 10 0,45 0 
100 Não contáveis    
       MSA + Zn - 17/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 0 1 10 5 5 
0,5 5 4 9 2 9 5 
       
MSA + Cu -17/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 2 4 6 2 6 2 
       MSA - 18/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,5 1 4 9 2 9 1 
       
       
MSA + Tetraciclina - 18/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 4 1 9 1 4,5 2 
10 2 3 5 10 0,25 0 
       MSA + Zn - 18/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 0 1 10 5 5 
0,5 Não realizado   
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MSA + Cu -18/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 0 1 10 5 5 
0,5 Não contáveis   
       MSA - 23/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 5 0 5 10 25 25 
0,5 5 7 12 2 12 5 
       
MSA + Tetraciclina - 23/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
5 5 6 11 5 1,1 1 
       MSA + Zn - 23/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 3 5 8 10 40 15 
0,5 2 16 18 2 18 2 
       
MSA + Cu -23/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 1 7 8 2 8 1 
       MSA - 24/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 3 3 6 10 30 15 
0,5 3 9 12 2 12 3 
       
MSA + Tetraciclina - 24/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 2 3 5 1 2,5 1 
5 5 10 15 5 1,5 1 
       MSA + Zn - 24/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 5 10 15 2 15 5 
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MSA + Cu -24/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,5 5 2 7 2 7 5 
       MSA - 30/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 1 5 6 2 6 1 
       
MSA + Tetraciclina - 30/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 1 2 3 1 1,5 1 
5 5 14 19 5 1,9 1 
       MSA + Zn - 30/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 2 3 5 10 25 10 
0,5 5 14 19 2 19 5 
       
MSA + Cu -30/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 4 3 7 10 35 20 
0,5 4 16 20 2 20 4 
       
       MSA - 31/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,5 3 8 11 2 11 3 
       
       
MSA + Tetraciclina - 31/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 1 3 4 1 2 1 
5 5 13 19 5 1,9 1 
       MSA + Zn - 31/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 5 15 20 2 20 5 
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MSA + Cu -31/Março 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 3 5 8 10 40 15 
0,5 2 20 22 2 22 2 
       MSA - 06/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 1 2 10 10 5 
0,5 5 3 8 2 8 5 
       
MSA + Tetraciclina - 06/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 1 3 4 1 2 1 
5 5 10 15 5 1,5 1 
       MSA + Zn - 06/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 2 6 8 10 40 10 
0,5 5 14 19 5 47,5 13 
       
MSA + Cu -06/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 5 12 17 2 17 5 
       MSA - 07/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 1 2 10 10 5 
0,5 3 6 9 2 9 3 
       
MSA + Tetraciclina - 07/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 1 1 2 1 1 1 
5 5 6 11 5 1,1 1 
       MSA + Zn - 07/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 2 4 6 10 30 10 
0,5 4 13 17 2 17 4 
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MSA + Cu -07/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 1 2 3 10 15 5 
0,5 5 9 14 2 14 5 
       MSA - 08/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 2 4 6 10 30 10 
0,5 Não contáveis   
       
MSA + Tetraciclina - 08/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
1 2 1 3 1 1,5 1 
5 5 4 9 5 0,9 1 
       MSA + Zn - 08/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 3 5 8 2 8 3 
       
MSA + Cu -08/Abril 
Volume Filtração 
(ml) 
Típicas Atípicas  Totais Fator UFC/ml 
UFC/ml 
típicas 
0,1 Sem colónias    
0,5 4 10 14 2 14 4 
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Anexo 2 Correlação de Pearson 
MEM 
MEM   KF 
KF     CAZ 
CAZ       DA 
DA 
    
-0,97  
α<0.05     
P 
P           SXT 
SXT             CIP 
CIP               CN 
  
CN                 E 
E 
  
 1,0 
α<0.01                
AML 
AML 
  
0,98 
α<0.05         
0,98 
α<0.05        
 0,98 
α<0.05     
TE 
TE 
  
 0,99 
α<0.01        
0,96 
α<0.05        
 0,99 
α<0.01  
 0,99 
α<0.01    
OXA 
OXA 
0,99 
α<0.01                        
Cu 
Cu                           Ni 
Ni                             As 
As                               Cd 
Cd         
                                
Zn 
Zn 
        
-1,0 
α<0.01                         
 
Figura 12- Correlação de Pearson para α<0.01 e α<0.05 entre halos de inibição de antibióticos e metais. MEM, 
meropenem; KF, cefalotina; CAZ, ceftazidima; DA, clindamicina; P, penicilina; SXT, sulfametozanol/trimetroprim; 
CIP, ciplofloxacina; CN, gentamicina; E, eritromicina; AML, amoxicilina/ácido clavulânico; TE, tetraciclina; OXA, 
oxacilina; Cu, cobre; Ni, níquel; As, arsénio; Cd, cádmio; Zn, zinco. 
 
